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Las enfermedades infecciosas en cetáceos tienen mucha repercusión en estos animales por 
las consecuencias que acarrean su presencia. Hasta el momento, sólo se conocen unas pocas, de las 
cuales las enfermedades víricas ocupan un pequeño porcentaje. Estas enfermedades se pueden 
dividir en enfermedades emergentes y reemergentes, aunque muchas de ellas han sido recientemente 
descubiertas. Morbillivirus de los cetáceos (CeMV) es la enfermedad vírica reemergente más letal 
conocida hasta el momento en cetáceos. Es un virus ARN que afecta fundamentalmente a los 
sistemas respiratorio, linfático y nervioso de estos animales produciéndoles la muerte. Han sido 
descritos varios brotes en todo el mundo, dos de ellos localizados en la costa mediterránea española, 
convirtiéndose en una zona de alto riesgo. Por otro lado, adenovirus, es un virus descrito 
anteriormente en leones marinos, y que está asociado a hepatitis letales en estos animales. Sin 
embargo, en cetáceos sólo existen un par de trabajos sobre la asociación de este virus a hisopos y 
biopsias gastrointestinales pero no se había asociado a ninguna patología hasta ahora. 
Esta tesis doctoral con el título “Detección, prevalencia y epidemiología molecular de 
virus en cetáceos del Mediterráneo” se ha centrado en estos importantes virus de los cetáceos 
para intentar aportar mejoras en su conocimiento y control. El trabajo desarrollado en la presente 
tesis, ha generado cuatro artículos científicos publicados en revistas de impacto internacional. Estos 
artículos abarcan desde el diseño de una PCR a tiempo real, la validación de la misma en casos reales 
durante un brote de CeMV, en el que se utilizó la técnica para su diagnóstico y su posterior 
seguimiento epidemiológico; hasta la identificación de un nuevo virus, adenovirus, desconocido 
hasta ahora en cetáceos, su aislamiento y confirmación mediante distinta técnicas.  
 
El primer objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar CeMV en el Mediterráneo español, 
más concretamente en las costas de la Comunidad Valenciana. Ya que la zona de estudio era una 
zona de alto riesgo para este virus, se decidió realizar un diagnóstico continuo de CeMV en todos los 
animales varados. Este objetivo se subdivide en tres subobjetivos. El primero fue  la mejora de las 
técnicas de diagnóstico molecular de CeMV. Ante la falta de una técnica sensible, específica, 
asequible, rápida y que detectara las tres cepas de CeMV, se diseñó una PCR a tiempo real en la que 





realizó análisis de sensibilidad en el que se comprobó que detectaba hasta 2, 30 y 5 copias de DMV, 
PMV y PWMV respectivamente y que tenía al menos 1000 veces más sensibilidad que las técnicas 
convencionales utilizadas hasta el momento por otros grupos de investigación. El análisis de 
especificidad con otros virus de la familia Paramyxoviridae comprobó que sólo detectaba DMV y 
PMV o PWMV. Por último, se realizó las curvas estándar para las tres cepas de CeMV para poder 
cuantificarlas. 
El segundo subojetivo fue la actuación ante un brote de CeMV. Durante la primavera 
del 2011, se observó un incremento notable del número de varamientos en esta zona, teniendo en 
cuenta la media de varamientos mensual y anual. Dada la localización de estos varamientos (zona de 
riesgo de CeMV) y las lesiones observadas en los animales varados (típicas de una infección por 
CeMV) se pensó en un posible brote de CeMV. Se realizó el diagnóstico molecular de CeMV 
mediante las técnicas convencionales y la nueva técnica descrita en el subobjetivo 1 (UPL RT-PCR) 
dando positivos 8 de los 13 animales necropsiados (62%) y 8 de los 11 delfines listados (73%) en 
más de un tejido mediante la UPL RT-PCR y sugiriendo una infección sistémica de la enfermedad y 
adicionalmente pudiendo validar la nueva técnica en casos sospechosos. También se realizó el 
diagnóstico molecular mediante la PCR convencional, sin embargo, debido a la baja carga viral en los 
animales positivos sólo se detectó DMV en un animal en la muestra de cerebro. Por otro lado, se 
realizó el estudio epidemiológico del brote poniendo especial atención en la prevalencia del virus en 
las distintas poblaciones de cetáceos, en cada uno de los sexos, en las edades y localización de los 
varamientos. Se pudo observar que en este brote los animales eran muy jóvenes, las lesiones muy 
leves y la carga viral muy baja. Teniendo en cuenta  los brotes anteriores, en el de 1990, los animales 
eran de todas la edades, afectaron a unos 1000 delfines listados, las lesiones fueron muy severas y la 
carga viral fue muy alta. Sin embargo, en 2007, los animales fueron subadultos, vararon alrededor de 
100, las lesiones menos severas y las cargas virales mucho más bajas. Con toda esta información 
parece que los animales van creando inmunidad en cada uno de los brotes y esa fue la razón por la 
que en el brote de 2011 fue tan leve la infección y sobretodo afectó a animales muy jóvenes. Por 
último, el análisis filogenético de la secuencia obtenida en los animales positivos nos permitió 
comparar esta misma con las secuencias de brotes anteriores, así como intentar sacar conclusiones 
sobre el posible origen del brote. La secuencia obtenida era prácticamente idéntica  a la del 2007, 
sugiriendo que el brote podría provenir del mismo mar Mediterráneo. 
El tercer y último subobjetivo fue el seguimiento epidemiológico de CeMV en los 





Habiéndose estandarizado y validado la UPL RT- PCR durante el brote, fue esta técnica la utilizada 
para realizar el diagnóstico de los animales necropsiados en este periodo. De los 177 delfines varados 
sólo tres animales resultaron positivos a DMV habiendo más de un año de diferencia entre la fecha 
de varamiento de cada uno de ellos. En dos de ellos se pudo encontrar una infección sistémica por 
morbillivirus del delfín (DMV) muy severa, con alta carga viral en todos los tejidos analizados 
pudiéndose detectar el virus mediante técnicas moleculares convencionales y UPL RT-PCR, 
inmunohistoquímica y microscopía electrónica y en el restante sólo se encontró el antígeno 
restringido al SNC pero la carga viral era altísima. Sin embargo el análisis filogenético de las 
secuencias obtenidas demostraba que eran diferentes entre ellas. La del primer animal era casi 
idéntica a la secuencia encontrada en el brote del 2011, pero la encontrada en el segundo y tercer 
animal eran idénticas entre sí y distinta a la del primer animal siendo más cercana filogenéticamente 
hablando a la secuencia de 1990 que a la del 2011 y 2007. Estos casos son los primeros reportes de 
infección sistémica en periodos interepizoóticos en el Mediterráneo. 
 
El segundo objetivo de esta tesis doctoral fue la detección de nuevos virus en cetáceos, 
siendo adenovirus el virus identificado en este objetivo. Ante el desconocimiento de virus en 
cetáceos, y que además solo unos pocos están bien caracterizados, se intentó identificar virus 
desconocidos hasta el momento, con una sintomatología sospechosa de enfermedad vírica. Durante 
octubre del 2013, cuatro delfines mulares pertenecientes al Oceanogràfic de Valencia presentaron  
gastroenteritis con síntomas virales (diarrea, anorexia y vómitos) que hicieron sospechar de un nuevo 
virus. Se descartó que esta gastroenteritis estuviera causada por bacterias, debido a que no se 
encontró ningún hallazgo significativo en heces. También se descartaron otros agentes que podrían 
haber sido los causantes como calicivirus, rotavirus, parvovirus, Cryptosporidium. Sin embargo al 
encontrarse en el suero anticuerpos frente adenovirus canino (CAV-1) en los animales con síntomas 
se desarrollaron dos PCR convencionales genéricas para la detección de nuevos adenovirus 
amplificando los genes de la proteína de la polimerasa y del hexón. Adenovirus fue identificado 
mediante métodos moleculares convencionales en las heces de los animales con síntomas y fue 
confirmado mediante secuenciación. Los animales sin sintomatología no presentaron ni anticuerpos 
frente a CAV-1 ni se detectó adenovirus por métodos convencionales. Las secuencias parciales 
obtenidas de los genes de la polimerasa y del hexón sugirieron que podría tratarse de una nueva 
especie de adenovirus. Por último, se realizó un  estudio de la enfermedad, realizando una 





los animales seguían eliminando el virus al menos 5 días tras la desaparición de los síntomas. Para 
poder confirmar su presencia, se intentó aislar este adenovirus en cultivo celular. Ya que no existe 
ninguna línea celular del delfín, y que adenovirus es especie específico, se buscaron alternativas 
encontrando un trabajo en el que se describía el aislamiento de CAV-1 en células HeLa. 5 días tras la 
infección de estas células con el adenovirus del delfín, el sobrenadante pasó a ser positivo a 
adenovirus y la secuencia de la misma era idéntica a la obtenida en heces. Aun  así se realizó 
microscopía electrónica en el cultivo celular fijado con metanol, y se encontraron unas partículas 
extrañas en el núcleo de la célula con el tamaño de adenovirus. Sin embargo, la morfología (espículas 
en la cápside) no se veía claro. Por ello, se realizó una inmunohistoquímica utilizando como 
anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal de CAV-1, y como secundario Alexa 488-conjugated 
goat anti-mouse. Con esta técnica se pudo confirmar que las células estaban infectadas con 
adenovirus, ya que sólo en las muestras infectadas se observó fluorescencia en el núcleo y algo en el 
citoplasma, cosa que no pasó en el negativo. Este ha sido la primera descripción de adenovirus en 
cetáceos y su asociación a gastroenteritis autolimitante 
 
Finalmente, hay que destacar que esta tesis doctoral aporta una información muy relevante 
en el campo de los cetáceos, ya que mejora las técnicas de diagnóstico de CeMV, describe un nuevo 







Infectious diseases are very important in cetaceans because the consequences of their 
presence in these animals. Within these diseases, only a few are characterized at that moment, in 
special the viral diseases. However, these diseases could be classified in emerging and reemerging 
diseases, although many of them have been discovered recently. In one hand, cetacean 
morbillivirus (CeMV) is the most lethal viral disease in cetacean population along the history. It is 
RNA virus that mainly affects to respiratory, lymphatic and nervous systems and kills the animals. 
Different outbreaks have been described worldwide, although two of them have been located on 
Spanish Mediterranean Sea, becoming a high risk location. On the other hand, adenovirus had been 
the cause of two outbreaks of lethal hepatitis in sea lions. However, in cetaceans, only a few reports 
of presence of adenovirus in swabs and biopsies samples from gastrointestinal tract have been 
described, but any association between the virus and pathology has been published. 
This Ph.D titled “Detection, prevalence, and molecular epidemiology of viruses in 
cetaceans from Mediterranean Sea” has focused in these important viruses for cetaceans to 
improve their knowledge and control. This work that has been presented in this Ph.D. has generated 
four scientific articles that have been published in international impact journals. These papers 
encompass from real time PCR design, validation of this technique in real cases during the 2011 
CeMV outbreak where it was used for rapid diagnosis and the following epidemiological tracing after 
the outbreak; to the identification of a novel virus, adenovirus that was unknown in cetaceans at that 
moment and was isolated and confirmed by different techniques. 
The first objetive in this Ph.D was CeMV study on Spanish Mediterranean Sea, in particular 
on Valencian Community Coasts. Because the studied zone was a high risk location for this virus, a 
continuous study of CeMV was performed in all stranded cetaceans. This objective is divided in 
three subobjectives. The first one was the improvement of molecular diagnosis techniques for 
CeMV. There was no method rapid, affordable, sensitive and specific method that was able to detect 
the three strains of CeMV. Therefore a real time PCR was designed to detect the three CeMV strains 
in only 45 minutes and with high sensitivity and specificity. A sensibility analysis was carried out and 
was showed this PCR detects to 2, 30 and 5 copies of DMV, PMV and PWMV respectively and it 
had 1000 times more sensibility than conventional techniques that were used for other research 





specificity analysis with other viruses from family Paramyxoviridae. Finally, standard curves for the 
three strains were performed to quantify them. 
The second subobjective was the performance during a CeMV outbreak. During 
spring 2011, many cetaceans were stranded on Spanish Mediterranean Coast (more than usual). 
Because the location of these strandings (high risk location) and the observed lesions in stranded 
animals (typical lesions of CeMV infection) suggested the possibility of new CeMV outbreak. 
Molecular diagnosis was performed by conventional methods and by the new technique that has 
been described in subobjective 1 (UPL RT-PCR). Eight of 13 necropsied animals (62%) and eight of 
11 striped dolphins (73%) were positive to CeMV by UPL RT-PCR in more than one tissue 
suggesting a systemic infection of the disease and additionally the new technique could be validated 
in suspected cases. Additionally, molecular diagnosis by conventional PCR was performed. Because 
the low viral charge, conventional PCR could only detect one positive sample (brain) from one 
animal. The epidemiological study of the outbreak was performed and was observed the prevalence 
of the virus in different cetacean population, or sex, age or location. In this outbreak the animals 
were young, the lesions were really poor and the viral charge was really low. However, comparing 
with the previous outbreaks, in 1990, around 100 animals were stranded, they were all ages, the 
lesions were severe and the viral charge was high. In 2007, around 100 animals stranded, they were 
subadults, the lesions were less severe and the viral charge was lower. Therefore these results suggest 
the animals could have immunity from previous outbreaks, and this is why the viral charge was so 
low and the dolphins were so young. Phylogenetic analysis was also carried out with the obtained 
sequences and was compared with the previous outbreaks sequences to get a hypothesis about the 
origin of this outbreak. The obtained sequence was almost identical to 2007 sequence, suggesting it 
could come from Mediterranean Sea. 
The last subobjective was the epidemiological tracing of CeMV, in all cetaceans that 
stranded on Valencian Community Coasts after 2011 outbreak until December 2014. Because 
the UPL RT-PCR had been validated and standardized during 2011 outbreak, this method was used 
for CeMV diagnosis in necropsied animals in this period. Only three dolphins were positive to DMV 
and one year was the difference between their stranding dates. A severe systemic infection of 
dolphin morbillivirus (DMV) was found with a high viral title finding the virus by conventional and 
real time PCRs in all analyzed samples, by immunohistochemistry and electron microscopy. 





analysis. On one hand, the first animal sequence was almost identical to DMV 2011 outbreak 
sequence.  On the other hand, the second and third sequences were identical between them and 
different to first animal sequence. In addition, this sequence was phylogenetically closer to 1990 
outbreak sequence than to 2007 or 2011 sequences. This is the first report of a DMV systemic 
infection in an interepizootic period.  
The second objective of this Ph.D was the detection of unknown viruses in 
cetaceans, being adenovirus the identified virus in this objective. Because the ignorance of the 
majority of viruses in cetaceans, we tried to identify any virus when the animal present any symptom 
suspected of viral infection. During October 2013, four bottlenose dolphins from Oceanografic of 
Valencia started with gastroenteritis with viral symptoms (diarrhea, vomiting and anorexia) 
suggesting a new virus could be implicated. Bacterial infection was discarded because any significant 
bacterium was found in fecal samples. Additionally, other agents were discarded as calicivirus, 
rotavirus, parvovirus or Cryptosporidium. However, the presence of antibodies against canine 
adenovirus (CAV-1) in serum samples from symptomatic animals made us to develop two 
conventional PCRs to detect novel adenoviruses. These two PCRs amplified the genes of 
polymerase and hexon proteins. Adenovirus was identified by molecular diagnosis from fecal 
samples from symptomatic animals and was confirmed by sequencing. No antibodies against CAV-
1, and no adenovirus were found in samples from asymptomatic animals. The obtained sequences 
from polymerase and hexon protein of this virus suggest a new species of adenovirus. Finally, the 
study of the disease was performed, with a relative quantification in fecal samples along the disease. 
The conclusion was the animals still eliminate the virus 5 days after the symptoms disappear. To 
confirm the adenovirus presence, the virus was isolated in cell culture. Because no dolphin cell line 
exists and adenovirus is specie specific, alternatives were looked for and a report was found where 
CAV-1 could infect HeLa.  Therefore the HeLa cells culture were infected with this adenovirus and 
5 days after infection, the supernatant became positive and the obtained sequence was identical to 
obtained sequence in fecal samples. Electron microscopy was performed to confirm the adenovirus 
presence. Strange particles with similar size to adenovirus were found in the nucleus of the cell. 
However the morphology was not the identical to adenovirus morphology (capsid spikes). Finally 
immunohistochemistry was performed with monoclonal CAV-1 antibody as primary antibody and 
Alexa 488-conjugated goat anti-mouse as secondary antibody. The infected cells showed 





This has been the first description of adenovirus in cetaceans and the association of this virus with 
selflimiting gastroenteritis. 
 
Finally, this Ph.D contributes with relevant information to cetacean field because it 
improves the diagnosis techniques for CeMV, describes a new CeMV outbreak and has incorporated 









































Actualmente existen tres órdenes distintos en los mamíferos marinos: Cetacea (ballenas, 
marsopas y delfines), Carnivora (osos polares, nutrias, focas, leones marinos y morsas), y Sirenia 
(manatíes y dugongs). Gracias a las técnicas moleculares, varios estudios han propuesto insertar a los 
cetáceos dentro del orden Artiodactyla (ungulados de pezuña plana). Hasta el momento 78 especies 
de cetáceos vivos forman dos subórdenes, el de los Mysticeti (ballenas barbadas) y el de los 
Odontoceti (ballenas dentadas) (Reidarson, 2003).  
Misticetos y Odontocetos comparten muchas características pero pueden diferenciarse 
gracias a que los misticetos poseen barbas (aparato filtrador) compuestas por queratina, dos 
espiráculos externos, mandíbula no sinfiseal y “dimorfismo sexual inverso” (hembras adultas más 
grandes). En cuanto a la perspectiva anatómica, los cetáceos tienen una serie de modificaciones que 
son de mayor grado que las de cualquier otro mamífero. Para adaptarse al medio acuático, poseen 
diferencias morfológicas obvias y fisiológicas algo más sutiles. Pueden moverse libremente en el 
agua, regular el intercambio de calor y visualizar la presa en un medio oscuro. 
En los últimos años el mundo de los mamíferos marinos ha generado un gran interés, tanto 
científico como sanitario, así como una gran sensibilidad por parte de la población general. 
Posiblemente, la motivación de las nuevas generaciones por cuidar el medio ambiente y el 
mantenimiento de los ecosistemas, ha hecho que se preste una especial atención en mantener y 
proteger las diferentes especies tanto terrestres como marinas. De hecho, la protección y 
conservación de los ecosistemas marinos es actualmente una prioridad mundial, por lo que es 
esencial mejorar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos básicos que influyen en los mismos 
y su estado sanitario. Se dice que los mamíferos marinos son los mejores embajadores que existen 
para el medio marino debido a su popularidad en la población en general. Es por ello que en los 
últimos años se ha hablado de los mamíferos marinos como centinelas del mar.  Por ejemplo, un 
aumento del número de varamientos de cetáceos, ya sean vivos o muertos, pueden crear inquietud 
sobre la salud de nuestros mares y océanos (Geraci and Lounsbury, 1993). Así que la necesidad de 
un seguimiento toxicológico e infeccioso de estos animales se ha puesto de manifiesto en las últimas 
décadas ya que son el espejo de lo que puede estar ocurriendo en el ambiente marino. 
 
 




Las enfermedades emergentes y re-emergentes afectan tanto a los animales como a las 
plantas de todo el mundo. Cada vez que aparecen nuevas enfermedades zoonóticas suelen producir 
una preocupación en la sociedad por el impacto que puedan tener en la salud pública. Sin embargo, 
también existen otras enfermedades que a pesar de no ser zoonóticas, puede causar una gran 
morbilidad o mortalidad y por ello también son preocupantes por su importancia en la conservación 
de estos animales (Miller et al., 2000). Algunas de estas enfermedades pueden ser devastadoras en 
animales que estén en peligro de extinción, donde los niveles de población son excesivamente bajos 
(Harwood and Hall, 1990). 
De hecho, las enfermedades emergentes se definen como aquellas enfermedades que no 
habían sido descritas previamente, o que están consideradas como una nueva amenaza para las 
especies afectadas (Wilson, 1999).  En cambio las enfermedades re-emergentes son aquellas que 
históricamente se consideraban como erradicadas o que ya no suponían un problema importante. 
Desafortunadamente, es muy difícil definir correctamente una enfermedad como emergente o re-
emergente en la fauna silvestre. Por ello, en estos animales en los que se incluyen los cetáceos es más 
apropiado hablar de enfermedades presuntamente emergentes o reemergentes, debido a la falta de 
datos históricos o valores de referencia que nos permitieran sacar conclusiones de si es un tipo u 
otro (Miller et al., 2000).  
Se han descrito dos vías distintas a través de las cuales la fauna silvestre está expuesta a las 
enfermedades emergentes (Daszak et al., 2000). La primera de ellas dice que las enfermedades 
emergen en  las especies de la fauna silvestre como resultado de la relación con las especies 
domésticas.  Esta ruta se ha vuelto cada vez más común, ya que las especies domésticas invaden el 
hábitat de las especies salvajes y cada vez hay más contacto entre ellas. La introducción del virus del 
moquillo  canino (CDV) en las focas es un ejemplo claro de esta ruta. Inicialmente, la etiología en los 
brotes de morbillivirus en focas ocurridas en los años 80 se caracterizó serológicamente como 
moquillo de las focas(PDV)1 y PDV-2 (Ross et al., 1992).  Estas dos cepas eran antigénicamente 
distintas a CDV y cualquier otra (Visser et al., 1990). Sin embargo, posteriormente al realizar el 
análisis molecular de los aislados de tejidos de nerpa Baikal(Phocasibirica)revelóla cepa salvaje 
CDV(Visser et al., 1993). La transmisión de esta nueva cepa parece ser que podría haberse dado vía 
aerosoles de los perros domésticos o salvajes (Lyons et al., 1993). Además se ha demostrado que  
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especies terrestres adyacentes y susceptibles a esta enfermedad, como son los mapaches y los zorros, 
también juegan un papel importante en la transmisión por aerosoles de CDV. 
La segunda ruta se produce como una desafortunada consecuencia de la reintroducción de 
especies con fines de conservación (Daszak et al., 2000). Esta práctica ha permitido el 
desplazamiento de estos hospedadores y de organismos patógenos, facilitando la exposición de 
animales previamente “naive” a nuevas enfermedades. En mamíferos marinos esta ruta es 
extremadamente rara aunque existe algún caso como la difusión de leptospirosis en  foca común 
(Phocavitulina) durante la recuperación de estos animales. Probablemente fue debido a la exposición 
de estas focas a animales terrestres como las mofetas (Stamper et al., 1998).  
Por último, un fenómeno natural como son los meteorológicos pueden tener efectos severos 
en las especies y pueden ayudar a la proliferación y/o transporte de organismos patogénicos 
(Fauquier et al., 1998; Hoegh-Guldberg, 1999). Esta tercera ruta es especialmente relevante parala 
fauna marina, y podría ser la mayor causa de reemergencia de las enfermedades (Harvell et al., 1999). 
Por ello, ya sean enfermedades emergentes o reemergentes, estas enfermedades merecen 
especial atención por los efectos devastadores y por su etiología compleja. Las epizootias 
normalmente implican distintas entidades de la enfermedad, con una etiología primaria muy difícil o 
imposible de determinar. Por ejemplo, en las infecciones por morbillivirus, que no hay ningún brote 
descrito ni en pinnípedos ni en cetáceos antes de 1988, ha resultado en más de 7 epizootías en 
mamíferos marinos, y ha estado implicado en mortalidades masivas en  poblaciones de foca monje 
(Monachusmonachus) (Kennedy, 1998; Osterhaus et al., 1997). Sin embargo algunos estudios 
atribuyeron a un bloom de algas nocivas de Alexandriumspp.la principal causa de este evento de 
mortalidad masiva (Hernández et al., 1998), resultando en un debate posterior en la sociedad 
científica (Harwood, 1998). Es por todo esto que se ha visto la necesidad del trabajo conjunto con 
equipos multidisciplinares. 
Gracias a todas estas circunstancias, la última tecnología en laboratorio se ha puesto en 
marcha para identificar estos procesos y la etiología del mismo. La reacción de la cadena de la 
polimerasa (PCR), microscopía electrónica, inmunohistoquímica, inmunofluorescencia e incluso 
metagenómica son algunas de las técnicas que se aplican actualmente en mamíferos marinos para su 
diagnóstico. La combinación de todas estas técnicas con el seguimiento de las poblaciones marinas  
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ha sido la clave para la comprensión de algunas enfermedades en la fauna salvaje. Gracias a estas 
herramientas muchas enfermedades han podido ser clasificadas como emergentes o reemergentes. 
En los cetáceos, que es el tema que nos atañe, las enfermedades virales, bacterianas y 
neoplásicas son las más importantes dentro de las enfermedades emergentes y reemergentes (Tabla 
1). Algunos papilomasy/o fibropapilomas benignos se han caracterizado microscópicamente y 
macroscópicamente tanto en mucosa como en piel de distintas especies de cetáceos. Papilomavirus 
se ha relacionado a lesiones encontradas en  orcas (Orcinus orca), cachalote (Physetermacrocephalus), 
belugas (Delphinapterusleucas), en marsopa común y de Burmeister(Phocoenaspinipinnis), en el delfín 
oscuro y en delfines mulares (Bossart et al., 2001; De Guise et al., 1994; Lambertsen et al., 1987; Van 
Bressem et al., 1996; Van Bressem et al., 1999). Además, el ADN de  papilomavirus se ha 
conseguido amplificar con técnicas moleculares en verrugas encontradas en la hendidura genital de  
marsopas negras, delfines oscuros, y de delfines mulares  recuperados en la costa peruana  
(Cassonnet et al., 1999). 
 
 Por otro lado algunas enfermedades bacterianas también han generado problemas a los 
cetáceos. Entre ellas se encuentra la brucelosis. Aparentemente es una enfermedad infecciosa nueva 
en estos animales, y su aparición conlleva implicaciones tanto por su carácter  zoonótico y como por 
las pérdidas económicas que conlleva. Las primeras detecciones de brucelosis que se han descrito se 
dieron en marsopas, en delfines (Foster et al., 1996) y en un delfín mular abortado (Miller et al., 
1999) . Sin embargo, en un estudio retrospectivo en sueros de pinnípedos y cetáceos varados en las 
costas de Inglaterra y Gales entre 1989 y 1995 revelaron que la primera muestra positiva se dio antes 
de 1990 (Jepson et al., 1997). Recientemente, se aisló una nueva especie de Helicobacterde la mucosa 
gástrica de delfines del Atlántico (Lagenorhyncusacutus) y se identificó usando PCR (Fox et al., 2000).  
Además se demostró la asociación de la presencia de las espiroquetas del Helicobacter con la gastritis 
linfoplasmocítica proliferativa. Por ello se llegó a la conclusión de que Helicobacter podría tener un rol 
importante en la patogénesis en la gastritis y ulceración en delfines.  Por último, Erysipelothrix 
rhusiopathiae es el agente etiológico de la enfermedad de erisipela. Existen tres formas de la 
enfermedad en humanos pero en cetáceos sólo se ha descrito la dermatológica y la sistémica aguda. 
Esta enfermedad se ha descrito en distintas especies de cetáceos que incluyen: Tursiops truncatus, 
Stenella plagiodon, Globicephala melas, Tursiops aduncus, Lagenorhynchus albirostris, Lagenorhynchusobliquidens, 
D. leucas, Grampus griseus, O. orca yPhocoena phocoena(Boseret et al., 2002; Buck and Spotte, 1986; 
CAPÍTULO I: Introducción 
7 
 
Chastel et al., 1975; Kinsel et al., 1997; Melero et al., 2011; Seibold and Neal, 1956; Thurman et al., 
1983; Young et al., 1997). En cetáceos, que son la especie de mamíferos marinos más susceptible a 
esta enfermedad,  las lesiones aparecen como marcas romboidales de tonalidad grisácea con los lados 
marcados por todo el cuerpo. Tradicionalmente se ha asociado esta enfermedad a los cetáceos en 
cautividad por la ingesta de pescado contaminado por la mala preservación del mismo. Sin embargo, 
también existen reportes de esta enfermedad en cetáceos salvajes(Chastel et al., 1975), uno de ellos 
procedente del Mediterráneo(Melero et al., 2011). 
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Haubold et al., 1998[40] 
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Young et al. 1997 
Phocoena phocoena
(Marsopa común)
Seibold et al. 1956 
Tabla 1: Enfermedades emergentes y reemergentes conocidas en cetáceos hasta el momento. Fuente: Miller et al. 2000 
Sin embargo, las enfermedades virales son las que han tenido mayores efectos dramáticos en 
la población mundial de cetáceos. Por ejemplo, en las últimas décadas, morbillivirus ha surgido 
como unos de los patógenos más significativos tanto en pinnípedos como en cetáceos.  El origen de 
esta enfermedad no se ha determinado y su patogénesis y epidemiología se está estudiando 
actualmente por varios grupos de investigación. Es por ello que en el resto del capítulo se contarán 
los aspectos más relevantes de estas enfermedades emergentes y/o re-emergente en las que se centra 
esta tesis doctoral. 




3.1. Características de la enfermedad 
3.1.1. Etiología  
Los morbillivirus de los cetáceos (CeMV) son virus ARN de cadena simple, lineal, no 
segmentada, y en sentido negativo, y tiene un tamaño de aproximadamente 18kb.  Son virus con 
envoltura. Pertenecientes a la familia Paramyxoviridae. Poseen un virión esférico de aproximadamente 
250 nm de diámetro y una nucleoclápside helicoidal de 18 nm. El mayor porcentaje de su 
composición está ocupado por proteínas (73%), aunque también presenta ARN 
(1%), carbohidratos (6%) y lípidos (20%). Su genoma codifica par 8 proteínas: 2 no estructurales y 6 
estructurales (Figura 1). En su envoltura contiene a la glicoproteína viral, la hemaglutinina (H), que a 
veces posee una actividad neuraminidasa, y a la glicoproteína de fusión (F).Son antigénicamente 
estables, poseen partículas lábiles, pero que son muy infectantes. Por otro lado está la nucleoproteína 
(N), que forma la nucleocápside helicoidal y forma un complejo con el ARN viral, representando la 
principal proteína interna; además de ella se unen al complejo dos proteínas grandes designadas 
como fosfoproteína (P) y ARN dependiente de la polimerasa (L), y que probablemente realicen la 
actividad polimerasa viral (Figura 1). En la formación de la envuelta viral participan tres proteínas 









Figura 1: Estructura de CeMV. Se muestran las proteínas que conformas la estructura. Hemaglutinina (H), proteína de fusión (F), 
proteína de la matriz (M), proteína grande (L), fosfoproteína (P) y nucleoproteína (N). En la parte de debajo de figura se muestra el 
orden de codificación de cada una de las proteínas y su tamaño relativo respecto al tamaño total del genoma.C y V son dos factores 
de virulencia (Fuente: Elaboración propia) 
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3.1.2. Caracterización del virus 
Hasta 1988 solo se conocían 4 especies del género Morbillivirus: virus del sarampión (MeV), 
virus de la peste bovina (RPV), virus de la peste de los pequeños rumiantes (RRPV) y virus del 
moquillo canino (CDV). Sin embargo en 1988 se describió por primera vez un morbillivirus en 
mamíferos marinos, a éste se le llamó virus del moquillo de las focas (PDV) por su similitud con 
CDV. Sin embargo en 1994, Bolt y col. (1994) introdujo una nueva especie de morbillivirus, CeMV, 
actualmente reconocida por la Comisión Internacional en Taxonomía de los virus (ICTV, 2002). Por 
otro lado CeMV se divide en 3 subgrupo de virus: morbillivirus del delfín (DMV) (Barrett et al., 
1993; Domingo et al., 1990), morbillivirus de la marsopa (PMV) (Kennedy et al., 1988; McCullough 
et al., 1991) y morbillivirus del calderón (PWMV) (Taubenberger et al., 2000).  Sin embargo sólo 
CeMV está reconocido como una especie de morbillivirus(ICTV, 2002), así que DMV, PMV y 
PWMV son nombres no oficiales.   
El primer CeMV que se describió fue PMV en 1988, encontrado en una marsopa común (P. 
phocoena)(Kennedy et al., 1988), éste apareció antes incluso que el término de CeMV apareciera. 
DMV se identificó por primera vez en 1990 en un delfín listado (Stenellacoreuleoalba), que había 
varado en el mar Mediterráneo español (Domingo et al., 1990). PWMV fue la cepa que se ha 
descrito más recientemente de todo el grupo de los CeMV. Estas secuencias de morbillivirus se 
encontraron en 2 G. melas y se vio que aunque eran diferentes, estaban genéticamente relacionadas 
con las secuencias ya existentes de CeMV(Taubenberger et al., 2000).Sin embargo, recientemente, se 
han identificado 3 secuencias de CeMV, en especies de cetáceos nuevas que no pertenecen a ninguna 
de las 3 cepas conocidas hasta el momento.  La primera apareció en  un zifio Indo-Pacífico 
(Indopacetuspacificus) de Hawai(West et al., 2013), otro en un delfín costero (Sotaliaguianensis) de 
Brasil(Groch et al., 2014), y el último en dos delfines del Indo-Pacífico (T. aduncus) de la parte oeste 
de Australia(Stephens et al., 2014).En la figura 2 (Van Bressem et al., 2014)se observa como 
pertenecen al grupo de CeMV pero no se encuentran en el mismo clado ni que DMV, ni PMV, ni 
PWMV. Sin embargo, habrá que estudiar más fragmentos del genoma para poder confirmar que son 
cepas nuevas. 
Al realizar un árbol filogenético basado en la proteína P se puede observar como PWMV 
forma un tercer clado en CeMV (Figura 2). Estudios genéticos y serológicos indican que los 
morbillivirus de los cetáceos (DMV, PMV, PWMV) son  más cercanos filogenéticamentea los 
CAPÍTULO I: Introducción 
12 
 
morbillivirus de los rumiantes (RPV y PPRV) que a los de los carnívoros (CDV y PDV) (Figura 2) 
(Barrett et al., 1993; Blixenkrone-Moller et al., 1994; Blixenkrone-Moller et al., 1996; Haffar et al., 
1999; Taubenberger et al., 2000; Visser et al., 1993). 
De hecho, basándose en la comparación de las secuencias de nucleótidos del gen P, en el 
extremo 3’, los aislados de DMV y PMV forman un clado en el cual están separados por una 
divergencia del 18,3%, mientras que CDV y PDV forman un segundo cluster con divergencia 
interna del 39,3%. Las cepas de MeV forman un tercer cluster en los que la máxima divergencia que 
se puede encontrar entre las distintas cepas es de un 12,4% (Figura 2). Se obtiene resultados 
similares cuando se compraran el extremo 3’ del gen H: DMV y PMV forman un cluster con una 
divergencia interna del 15,5%, CDV y PDV forman un segundo cluster con una divergencia interna 
del 38%, y las cepas de MeV forman el tercer cluster con una divergencia interna del 7% (van de 
Bildt et al., 2005). 
Como en el 2000 apareció el tercer miembro que conforma CeMV, que es PWMV, la 
secuenciación y los análisis filogenéticos demuestran que forma un clado diferente que DMV y PMV 
y por eso se reconoció como cepa. Es por ello que en los árboles filogenéticos tanto del gen H, N y 
P contienen tres clados diferentes: uno para DMV, otro para PMV, y el último para PWMV. A su 
vez los tres clados conforman un mismo cluster (Figura 2) (Bellière et al., 2011a).  
En 2005, la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomendó que los morbillivirus 
deberían ser genotipados usando la secuencia C-terminal de N y la secuencia completa de H. Por ello 
basándose en esto, DMV y PMV están considerados como dos cepas de la misma especie viral 
debido a su baja divergencia de los aminos ácidos. 
En un artículo publicado en 1995, se sugería que en condiciones naturales cada morbillivirus 
infecta uno o más hospedadores de un mismo orden (Osterhaus et al., 1995). Sin embargo, se ha 
podido comprobar que esta hipótesis en condiciones naturales y experimentales no se cumple. Por 
ejemplo, en condiciones naturales, CDV y PDV pueden infectar a todas las especies del orden 
Carnivorae. En condiciones experimentales, MeV puede infectar a roedores; RPV, a conejos; PMV a 
perros; y CDV a roedores (Osterhaus et al., 1995). 
Los pinípedos, por ejemplo se pueden infectar no solamente por PDV sino también con el 
morbillivius de la foca monje (MSMV), llamado así porque se encontró en unafoca monje del 
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mediterráneo (Monachusmonachus). Aunque MSMV afecta a pinípedos, este virus se clasifica 
filogenéticamente dentro de los CeMV(Osterhaus et al., 1997; van de Bildt et al., 2000). Esto lo que 
implica es la transmisión entre hospedadores de distintos órdenes (Carnivorae/Cetacea) (como ocurre 




















Figure 2: Clasificación filogenética molecular del género Morbillivirus. En los recuadros rojo, amarillo y azul se 










No se conoce mucho acerca de la patogenia pero viendo las lesiones de los animales y 
sabiendo que pertenece al género morbillivirus se cree que una vez el virus ingresa, la replicación 
viral comienza en el bazo, nódulos linfáticos y tonsilas, causando viremia, pirexia y leucopenia 
inicialmente. Posteriormente, el virus continua replicándose asociado a tejidos linfoides, pero al 
mismo tiempo éste comienza a diseminarse, asociado a leucocitos de la piel, membranas mucosas del 
sistema respiratorio, gastrointestinal, urogenital y sistema nervioso; causando un segundo periodo 
febril. Los sistemas más afectados son el sistema respiratorio y el sistema nervioso (Doignan, 1999). 
Sin embargo, en los últimos tiempos se han descrito distintas formas de la enfermedad aunque, 
algunas de ellas no están todavía bien caracterizadas. Son las siguientes: 
3.1.3.1. Forma sistémica aguda 
Esta forma de la enfermedad es la que generalmente se asocia con las lesiones típicas de 
CeMV (apartado 3.1.6)y que tiene un fin fatal para los animales que lo sufren. En estos casos se 
puede encontrar el virus en cualquier tejido del animal, ya que, aunque las mayores lesiones se 
encuentran a nivel pulmonar, nervioso y linfático, el virus ya se ha diseminado en todo el organismo 
del animal y conlleva su muerte en poco tiempo. Los signos clínicos y las lesiones son severas en 
estos animales. Esta es la forma que apareció en los primeros brotes de esta enfermedad tanto en la 
costa atlántica de los Estados Unidos (Kennedy et al., 1991)como en la costa mediterránea 
española(Domingo et al., 1992).  
3.1.3.2. Forma sistémica subaguda 
Esta forma se da en aquellos animales que han sido capaces de sobrevivir al estado agudo 
pero que la inmunosupresión producida por el virus hace que aparezcan infecciones oportunistas 
como Toxoplasma gondii, brucelosis, herpesvirus, bacterias y hongos. Ésta, se ha descrito en distintos 
cetáceos que vararon durante brotes de la enfermedad en Europa(Keck et al., 2010; Mazzariol et al., 
2012), Suramérica (Groch et al., 2014)y Australia(Stone et al., 2011). Aunque aparecen lesiones 
típicas de la infección aguda, suelen ser más moderadas, pueden incluso no estar presentes o estar 
escondidas por la respuesta inflamatoria de los organismos oportunistas.  Es por ello que la 
confirmación de la enfermedad se hará mediante técnicas como la inmunohistoquímica o la PCR que 
sí identificarán el virus en varios sistemas del animal (normalmente pulmonar y nervioso). 
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3.1.3.3. Forma crónica o localizada 
Esta forma se describió por primera vez en 1995 tras dos brotes de DMV en el mar 
Mediterráneo (Domingo et al., 1995)y se caracteriza porque tanto las  lesiones que aparecen en el 
animal como la detección de CeMV queda restringida al sistema nervioso.De hecho las lesiones que 
se encuentran sugieren que podría ser similar a la panencefalitis esclerosante subaguda, que se da en 
humanos o la encefalitis del perro viejo. Esta forma se ha descrito en varios artículos (Domingo et 
al., 1995; Sierra et al., 2014a; Soto et al., 2011). En todos los casos se detectaron por PCR 
convencional o inmunohistoquímica. 
3.1.4. Epidemiología 
3.1.4.1. Hospedadores afectados 
Las especies afectadas hasta el momento son todos cetáceos de vida libre. Por un lado están 
los delfines mulares (Di Guardo et al., 2013; Krafft et al., 1995; Lipscomb et al., 1996; Lipscomb et 
al., 1994; Reidarson et al., 1998b; Taubenberger et al., 1996), delfines listados  (Aguilar and Raga, 
1993; Di Guardo et al., 2013; Domingo et al., 1990; Raga et al., 2008), en el delfín común (Birkun et 
al., 1999), en el rorcual común  (Jauniaux et al., 2000; Kennedy, 2001), en la marsopa común 
(Kennedy et al., 1992), en las ballena piloto (Di Guardo et al., 2013; Mazzariol et al., 2012; 
Taubenberger et al., 2000), en los calderones tanto tropical como común (Bellière et al., 2011a; 
Fernandez et al., 2008; Taubenberger et al., 2000), delfines oscuros (Van Bressem et al., 1998) y 
delfines comunes costeros (Doignan, 1999; Groch et al., 2014; Lipscomb et al., 1994) (Tabla 2). Por 
último las nuevas incorporaciones son el zifio Indo-Pacífico (West et al., 2013), el delfín costero 
(Groch et al., 2014) y el delfín del Indo-Pacífico (Stephens et al., 2014) 
3.1.4.2. Excreción y transmisión 
Los mamíferos terrestres infectados con morbillivirus excretan grandes cantidades de virus, y 
la transmisión horizontal vía aerosoles es muy común. En P. phocoena y otros cetáceos se cree que las 
rutas de transmisión de la infección son similares ya que el comportamiento gregario de estos 
animales puede facilitar su diseminación (Van Bressem et al., 1999). De hecho, la densidad de las 
poblaciones podría ser un factor clave en la propagación de las infecciones tanto vía aerosol como 
por contacto directo (Domingo et al., 2002). 
Se han identificado antígenos de morbillivirus en prácticamente todos los tejidos del cuerpo 
en los animales infectados, y esto sugiere que la excreción viral podría ocurrir a través de todos los 
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orificios corporales y piel (Domingo et al., 1992; Kennedy, 1998). Sin embargo, ya que los cetáceos 
pasan toda su vida en el agua, la transmisión horizontal a través de orina o heces es muy poco 
probable. 
Por otro lado respecto a la transmisión vertical, se han encontrado antígenos de CeMV en el 
pene y epitelio prepucial de P. phocoena del mar del norte (Kennedy, 1998),  en el oviducto de una 
hembra de  T. truncatusque varó durante el brote de la costa atlántica estadounidense entre 1987-
88(Schulman et al., 1997) y en una hembra de S. coreuleoalba del brote del mediterráneo de 1990 
(Domingo et al., 1992). Esto sugiere una transmisión vertical entre madre e hijo (Kennedy, 
1998).Además, un fibroma testicular obtenido de un D. delphis ponticus del mar negro fue positivo a 
CeMV por PCR (Birkun et al., 1999) . Sin embargo la primera evidencia de que había transmisión 
vertical fue cuando se encontró ARN de DMV en cerebro, pulmón, bazo, ganglios linfáticos e 
hígado de un feto sietemesino de una hembra G. melas infectada con DMV y que varó en las islas 
Baleares en el 2007 (Van Bressem et al., 2001a). Este dato sugiere que las hembras infectadas con 
CeMV podrían transmitir la infección a sus fetos y neonatos en el útero y durante la lactación 
respectivamente. La transmisión en útero ya ha sido descrita en humanos con MeV. Los efectos en 
el feto depende del estado del embarazo, pero puede producir abortos, muerte in útero o partos 
prematuros (Chiba et al., 2003). Si una mujer embarazada se infecta con MeV en el periodo peri-
natal, los neonatos tienen el riesgo de contraer el sarampión congénito, y un mayor riesgo de 
desarrollar una temprana y fulminante  panencefalitis esclerosante subaguda ya que la transmisión de 
anticuerpos protectores es incompleta (Giusti et al., 2013). Una situación similar podría haber 
pasado en una cría de S. coreuleoalba que varó en Italia en 2009 con una infección crónica de 
CeMV(Di Guardo et al., 2011) y en un neonato de Physeter macrocephalusencontrado en Hawái en 2011 
(West et al., 2015) 
Por último, miembros del género Morbillivirus son altamente contagiosos y pueden producir 
enfermedades epizoóticas en poblaciones hospedadoras que nunca hayan estado en contacto con el 
virus (Kennedy, 1998). Se cree que la trasmisión de morbilivirus entre especies podría ser uno de los 
modos más mayoritarios de transmisión (Kennedy, 1998)  ya que está facilitado por las alteraciones 
de los patrones migratorios de algunas especies como es la Globicephala spp. donde la infección por 
mobillivirus parece enzoonótica (Duignan et al., 1995b). No se sabe muy bien como G. melas actúa 
como reservorio. Sin embargo, algunos estudios realizados en P. phocoena en las costas de UK 
CAPÍTULO I: Introducción 
17 
 
sugieren que podrían tener una inmunidad protectora (Black, 1991) y por eso la infección se 
convierte en enzoonótica en esta población causando bajos niveles de mortalidad.  
3.1.5. Signos clínicos 
Los signos clínicos son muy difíciles de observar en los cetáceos de vida libre. Aun así es 
bastante frecuente encontrar a estos animales con una condición corporal baja o muy baja (Figura 
3A) y con alta carga parasitaria tanto de ectoparásitos como de endoparásitos (Figura 3B), así como 
también la presencia de enfermedades micóticas o bacterianas secundarias debido a 
inmunosupresión que sufren estos animales por la depleción linfoide. Otra cosa que también se 
puede observar es distrésrespiratorio, cianosis de membranas mucosas, signos nerviosos de 





Figura 3: Signos clínico típicos de CeMV. A) Condición corporal baja; B) Abundancia de ectoparásitos 
(Penellaspp); C) Abundancia de endoparásitos en duodeno (Fuente: Elaboración propia) 




Como se dice en el apartado anterior los sistemas más afectado son el respiratorio y el 
nervioso. Es por ello que el hallazgo más común es la neumonía bronquial y alveolitis. Los pulmones 
suelen estar edematosos con áreas de enfisema y consolidación. Histológicamente se encuentra una 
neumonía broncointersticial con congestión, edema, exudación serofibrinoso en los alveolos, 
proliferación de los neumocitos tipo II, y sincitios (Figura 4A). Sin embargo, lo más común es 
encontrar sincitia e inclusiones (tanto intracitoplasmáticas como intranucleares) en el 
pulmón(Kennedy, 2001; Lipscomb et al., 1994).  En el sistema nervioso, el órgano que se ve más 
comúnmente afectado es el cerebro. Suele encontrarse una encefalitis caracterizada por necrosis 
neuronal, gliosis,  manguitos perivasculares y desmielinización con astrocitosis y sincitios (Figura 4C) 
(Kennedy, 2001). Cuando ha habido una infección aguda es común encontrar depleción linfoide 
(Figura 4B)(Kennedy, 2001).  En el último brote de DMV en el mediterráneo español aparecieron 
lesiones en la lengua de varios animales tal y como aparece en la peste bovina (Rubio-Guerri et al., 
2013). 
Figura 4: Lesiones macroscópicas típicas de infección  de CeMV. A) Pulmón con zonas de 
consolidación pulmonar; B) Ganglio linfático pulmonar reactivo: hemorrágico y aumentado de tamaño; C) 
Meninges hemorrágico  y encéfalo congestivo.(Fuente: Elaboración propia) 
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3.1.7. Diagnóstico  
 El diagnóstico de esta enfermedad  se basa en la observación histológica de las lesiones 
típicas de la infección de CeMV y la detección del virus en los tejidos (normalmente en pulmón, 
cerebro y ganglios linfáticos) tanto por inmunohistoquímica como por técnicas de PCR y 
confirmadas por secuenciación(Barrett et al., 1993; Kennedy et al., 1991; Lipscomb et al., 1996). 
También ha habido casos del aislamiento viral (Kennedy, 2001), algún reporte de la utilización de la 
microscopía electrónica para la identificación del virus (Doignan, 1999) y ensayos por 
inmunoabsorción ligado a enzimas ( ELISA) en el que se captura del antígeno de morbillivirus. 
 Ya que el diagnóstico atañe a unos de los objetivos de esta tesis doctoral, a continuación se 
revisan en profundidad cada uno de ellos: 
- Histopatología e Inmunohistoquímica: Las técnicas histológicas clásicas son las que se 
utilizaron para investigar  la infección por CeMV en los primeros casos descritos tanto en 
P.phocenavarado en el Atlántico como en los S. coreuleoalbavarados en el Mediterráneo y 
sospechosos de una infección por morbillivirus (Domingo et al., 1990; Kennedy et al., 1988). 
Con la introducción de la inmunohistoquímica (IHC) como método de diagnóstico de 
CeMV se avanzó muchísimo con respecto a las técnicas histológicas ya que esta técnica tiene 
mucha más sensibilidad y especificidad en la detección del virus en aquellos tejidos que su 
estado de preservación no es el adecuado y en los que las lesiones típicas de la infección por 
CeMV se tapan por las organismos oportunistas. Los estudios de IHC se realizan con la 
utilización de un anticuerpo monoclonal comercial isotipo IgG2B frente a la nucleoproteína 
del virus de CDV(Groch et al., 2014; Stephens et al., 2014; West et al., 2013), con un 
anticuerpo monoclonal frente a la hemaglutinina del virus PDV (Domingo et al., 1990; 
Kennedy et al., 1988; Lipscomb et al., 1994), o con un antisuero policlonal de conejo frente a 
sarampión (Yang et al., 2006).Como presentan reacción cruzada con CeMV se unen a los 
antígenos que se encuentren en el tejido fijado y se verá en el microscopio con una tonalidad 
rojiza (Figura 5). El problema de esta técnica es que la especificidad y sensibilidad no es la 
óptima ya que no existen en el mercado anticuerpos monoclonales específicos frente a  
DMV y PMV,  aunque este sería un gran avance para poder realizar un diagnóstico más 
preciso. La IHQ junto a las técnicas moleculares son las técnicas de referencia para 
confirmar un caso o un brote de CeMV. 
 
 











- Aislamiento viral:Se ha descrito el aislamiento tanto de DMV y PMV a partir de macerados 
de pulmón de un S. coreuleoalba y de P. phocoena respectivamente, e inoculándolos en 
monocapas de células epiteliales de riñón de mono verde africano (Vero) y siguiendo la 
metodología estándar (McCullough et al., 1991; Van Bressem et al., 1991; Visser et al., 1993). 
Además, también se ha comprobado que CeMV se puede aislar directamente o tras el co-
cultivo en células Vero, en cultivo primario de células epiteliales de riñón canino, en células 
pulmonares de un feto bovino y en células mononucleares procedentes de sangre periférica 
de un T. truncatus (Blixenkrone-Moller et al., 1994; McCullough et al., 1991; Van Bressem et 
al., 1993). Incluso en cultivo celular primario de células de riñón que provenían de un P. 
phocoena enfermo, se consiguió el asilamiento viral directamente (Visser et al., 1993). Sin 
embargo, recientemente se ha comprobado que en células Vero, que expresaban el receptor 
SLAM canino, se reducía el tiempo de aislamiento de PDV de semanas a días (Nielsen et al., 
2008) . Estas mismas células  son las que se utilizaron para crear reservas de DMV y PMV 
que se habían pasado inicialmente en células Vero (Grant et al., 2010) y también  son las que 
se utilizaron para aislar DMV del cerebro de un G. melas que había varado en Valencia 
durante el brote de 2006-2007 (Raga et al., 2008).  Por último, en el último brote de 2013 en 
las costa atlántica estadounidenses. se han realizado investigaciones en T. truncatus y se ha 
probado la utilidad de aislar CeMV de los tejidos frescos (NOAA, 2014).  Gracias al 
aislamiento viral se pueden hacer reservas de antígeno para luego montar las pruebas 
serológicas (como queda explicado en el siguiente apartado). Además se puede obtener 
material genómico para poder realizar un análisis filogenético más completo 
Figura 5:Inmunohistoquímica en cerebro de animal infectado con CeMV. Se muestra una 
inmunohistoquímica usando anticuepomonclonal IgG-2B frente a CDV en tejido nervioso infectado con CeMV. 
En tonalidad rojiza se muestran las zonas en las que los anticuerpos se han unido y por lo tanto han reaccionado. 
En este caso el antígeno se encuentra intraneuronal. Fuente: IUSA 
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- Técnicas moleculares (PCR): estas técnicas como se ha comentado anteriormente son las 
más utilizadas conjuntamente con la IHQ, y son las técnicas de referencia para el diagnóstico 
de CeMV. Existen varias PCRs convencionales frente a distintas proteínas de CeMV. La 
primera que apareció y la más ampliamente utilizada es la que utiliza un par de cebadores 
“universales” frente a morbillivirus y que amplifica la fosofoproteína, una de las proteínas 
más conservadas (Barrett et al., 1993). Esta PCR es la más utilizada en los distintos brotes de 
CeMV a lo largo de la historia (Groch et al., 2014; Reidarson et al., 1998b; Stephens et al., 
2014; Yang et al., 2006). Por otro lado Krafft et al. (1995) usó algo similar, pero diseñó un 
protocolo que permitía la amplificación de ARN degradado en las muestras fijadas en 
formalina y en las muestras no fijadas pero que precedieran de tejidos autolisados. Esta 
técnica fue muy útil para confirmar la infección de CeMV en tejidos que habían sido fijados 
en  D.delphis que había varado en la costa de California entre 1995-1997 y que no habían 
guardado muestras sin fijar (Reidarson et al., 1998b). También se utilizó en un estudio 
retrospectivo de casos de  S. coreuleoalba que habían varado en el Mediterráneo y que tenían 
encefalitis crónica (Soto et al., 2011). Posteriormente apareció otra PCR, también 
convencional, que amplifica la región N teminal del gen de la nucleoproteína, también muy 
conservada, y que se utiliza para la filogenia (Taubenberger et al., 2000). Sin embargo se ha 
demostrado que estas PCRs tenían la misma sensibilidad que la IHQ, y además no 
diferencian entre las tres cepas de CeMV. Es por ello que en el 2009 se publicó una PCR a 
tiempo real (rt RT-PCR) que amplificabael dominio terminal de la C hipervariable del gen de 
la nucleoproteína y que era rápida y que tenía más sensibilidad que las convencionales(Grant 
et al., 2010). Además era capaz de diferenciar DMV y PMV y no tenía reacción cruzada con 
CDV, PDV, RPV, PPRV y MeV (Grant et al., 2010). Sin embargo no era capaz de detectar 
PWMV. El otro inconveniente que tiene es que utiliza dos sondas, por lo que era una técnica 
costosa. Sin embargo suplió una necesidad que había en el diagnóstico. Además se diseñó 
una rt RT-PCR que amplificaba el gen del gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH), como gen constitutivo,  para determinar qué total de ARN extraído de los tejidos 
de los cetáceos varados era amplificable(Grant et al., 2010).  Este test permitió la detección 
de GAPDH en 14 especies de mamíferos marinos y es esencial para poder interpretar  los 
resultados que nos den negativos con las RT-PCRs. Más recientemente se ha descrito una 
RT-PCR semi-anidada que utiliza un par de cebadores degenerados y que amplifica el gen de 
P para detectar morbillivirus en pinnípedos y cetáceos (Sierra et al., 2014a.). Esta PCR es útil 
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para poder detectar morbillivirus en distintas especies de mamíferos marinos. Por último 
unos cebadores que amplifican el gen de L (Woo et al., 2012) podrían ser útiles para detectar 
CeMV en odoncetos y misticetos.  Estas técnicas han de utilizarse conjuntamente con otras 
ya explicadas para poder, no solo realizar el diagnóstico de CeMV, sino también diferenciar 
la cepa, y saber si es sistémico o crónico. Las técnicas moleculares deben siempre 
acompañarse de una confirmación mediante la secuenciación. 
- Serología: los test de neutralización viral (VN), los test  de neutralización por reducción en 
placa (PRNT) y los ELISAs indirectos (iELISA) son las técnicas más utilizadas para la 
detección de anticuerpos frente a CeMV.  Los iELISA permiten la detección de anticuerpos 
frente a las proteínas N, P, F  y H de CeMV(Orvell et al., 1990) mientras que en VR y PRNT 
solo detectan los anticuerpos frente a las glicoproteínas de la superficie (H y F)(Barrett et al., 
1993). Ya que los morbillivirus son antigénicamente muy parecidos entre sí, pueden existir  
reacciones cruzadas entre ellos. Sin embargo si se produce suero frente un morbillivirus 
neutralizará al virus homólogo a un título mayor que si lo hace en morbillivirus 
heterólogos(Saliki and Lehenbauer, 2001). Es por ello, que en cetáceos es muy importante 
utilizar suero frente a CeMV para evitar falsos negativos. Existen unos ELISAs indirectos 
que se diseñaron para analizar muestras de suero hemolizadas que podían ser citotóxicas y 
que  además podían evitar la detección de CeMV a bajos títulos con técnicas VN (Van 
Bressem et al., 1998). Esas técnicas utilizaban  al virus completo de DMV o a la proteína N 
de RPVpara la detección de anticuerpos de CeMV. Los anticuerpos frente CeMV se 
detectaban usando  la proteína A conjugada con la peroxidasa de rábano picante, un 
constituyente de la pared celular de Staphylococcus aureus que se une no específicamente a las  
inmunoglobulinas de distintas especies entre las que se encuentran los odontocetos 
(Lindmark et al., 1983; Van Bressem et al., 1993) Hace poco, se ha diseñado otro iELISA 
que detecta anticuerpos de CeMV en el suero de odontocetos. Este utiliza como antígeno de 
recubrimiento una proteína purificada DMV-N y expresada en un vector de baculovirus 
(Autographa californica nuclear polyhedrosis virus) (Grant et al., 2010). Por último, existe un  
ELISA competitivo para testar sueros de distintas especies de mamíferos marinos y que usa 
anticuerpos monoclonales de CDV y PDV. Su principal ventaja sobre los iELISA es que se 
puede utilizar el conjugado de inmunoglobulina anti-ratón en sueros de cualquier especie 
animal(Saliki and Lehenbauer, 2001).El único problema es que la sensibilidad es baja para la 
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detección de anticuerpos frente a CeMV comparado con los morbillivirus de los carnívoros. 
Es por ellos que la técnica serológica más sensible es iELISA y por ello es la más utilizada. 
3.1.8. Tratamiento 
No existe tratamiento efectivo. El tratamiento es de soporte ya que la mortalidad es muy alta 
en las poblaciones susceptibles. Como ya se ha dicho anteriormente CeMV afecta al sistema 
linfático, por lo que crea una inmusupresión y por lo tanto son muy viables las infecciones 
secundarias. Se recomienda la cuarenta para evitar la diseminación de la misma (Kennedy, 2001). 
3.1.9. Vacunas y medidas de control 
Se ha puesto de manifiesto la necesidad de unas medidas de control para reducir al máximo 
los efectos de esta enfermedad en las poblaciones de cetáceos salvajes. Es por ello, que una medida 
sería el desarrollo de una vacuna efectiva frente a CeMV. Aunque no existe ninguna vacuna de 
CeMV con licencia para uso en cetáceos, existen vacunas frente a CDV (atenuadas o inactivadas con 
el virus completo o con subunidades virales) que se ha demostrado que son efectivas en conferir 
inmunidad y en controlar los brotes. Mientras este tipo de vacunas sean ilegales, todos los esfuerzos 
deberían centrarse en el desarrollo de una vacuna que pueda utilizarse en cetáceos. 
Ya se han realizado importantes progresos en este campo. El programa de mamíferos 
marinos de la U.S. Navy, en colaboración con la industria y otros grupos académicos, han 
desarrollado y evaluado una vacuna de ADN que tiene como diana DMV (West et al., 2013). El 
principal objetivo fue inducir ambas inmunidades celular y humoral, para así dar protección frente a 
un amplio rango de patógenos potenciales. Esta vacuna de ADN codifica los genes F y H, que son 
las proteínas importantes en la patogenicidad de los virus de la familia Paramyxoviridae(West et al., 
2013). 
En este estudio, desarrollaron dos vacunas, una que es la que codifica para la proteína F 
(pVR-DMV-F) y la otra para la proteína H (pVR-DMV-H), y probaron primero por expresión in-
vitro y posteriormente por inmunogenicidad en el ratón. Por último un grupo de delfines mulares 
(machos y hembras) se inmunizaron con ambas vacunas y otro grupo con vacuna mock (sin el 
vector pVR) como control negativo. Los animales se inocularon en la semana 0, y posteriormente se 
revacunaron en las semanas 8 y 14. El título de anticuerpos frente a las proteínas F y H de DMV se 
incrementaron significativamente entre las semanas 0 y 20(West et al., 2013). El único problema es 
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que estos resultados necesitan ser validados en tamaño de poblaciones mayores y sobretodo bajo 
condiciones naturales en el huésped.   
CEPAS DE MORBILLIVIRUS DE LOS CETÁCEOS 
Tipo de 
Morbillivirus 
Signos clínicos más 
importantes 
Diagnóstico Tratamiento
DMV Pobre condición corporal, distrés 
respiratorio, signos nerviosos, alta 
carga parasitaria tanto de 







No hay tratamiento o 
vacunas disponibles, 
terapia de soporte, 
cuarentena. 
PMV Pobre condición corporal, distrés 
respiratorio, signos nerviosos, alta 
carga parasitaria tanto de 







No hay tratamiento o 
vacunas disponibles, 
terapia de soporte, 
cuarentena. 
PWMV Pobre condición corporal, 
distrés respiratorio, signos 
nerviosos, alta carga parasitaria 







No hay tratamiento o 
vacunas disponibles, 
terapia de soporte, 
cuarentena 
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3.2. Distribución de la enfermedad 
 La principal causa del incremento de varamientos en cetáceos es la infección por 
morbillivirus(van de Bildt et al., 2000). Morbillivirus necesita poblaciones muy grandes de individuos 
susceptibles para poder ser considerada endémica (por ejemplo en sarampión unas 3.000.000 
personas), además no se conoce que puedan existir portadores y se sabe que produce una inmunidad 
protectora larga (Black, 1991). 
Se han utilizado distintas técnicas para la detección de las infecciones por CeMV tanto en 
odontocetos como en misticetos que se han ido dado a lo largo de la historia y en distintas partes del 
mundoen forma de brote o como casos aislados (Anexo I). Como se indica en la tabla, DMV ha sido 
la cepa más veces identificada en el hemisferio norte, seguida de PMV y PWMV. Además estudios 
serológicos sugieren que CeMV es endémico en especies de odontocetos gregarios del norte del 
Atlánticoy, posiblemente también en el suroeste Atlántico y en el sur del Pacífico(Duignan et al., 
1995a; Van Bressem et al., 2001a). Por otro lado,  se ha encontrado que distintas poblaciones de 
Globicephala spp, L. obscurus,  Lagenodelphis hosei y Peponocephala electra tiene una prevalencia muy alta de 
seropositivos a DMV y podrían ser reservorios  vectores de la infección  en especies susceptibles 
(Stone et al., 2012; Van Bressem et al., 2001b).  De hecho, se sabe que en poblaciones susceptibles, 
cuando tienen inmunosupresión o ausencia de inmunidad, es cuando se suelen dar los brotes de la 
enfermedad produciendo cientos de muertes, tal y como ha ocurrido desde los años 80.  
3.2.1. Europa 
3.2.1.1. Mar del Norte, NE y CE atlántico 
Entre 1988 y 1990 se dieron las primeras mortandades a causa de CeMV en las costas de 
Irlanda, Inglaterra y Países Bajos (Figura 5). De hecho este brote empezó en 1988, en el que seis 
P.phocoena con lesiones típicas de CeMV vararon en las costas irlandesas y fueron positivos a la 
prueba de la IHQ, además de aislarse el virus en los seis(Kennedy et al., 1991; Kennedy et al., 1988; 
McCullough et al., 1991).PMV fue la cepa que identificaron gracias a las técnicas moleculares como 
responsable de este brote (Kennedy et al., 1988; Visser et al., 1993). Además entre 1990-2011 se han 
visto casos esporádicos de infección por CeMV en el norte de Europa en L.albirostris y B. 
physalus(Jauniaux et al., 1998; Jauniaux et al., 2000). Estudios serológicos de D. delphis y P.phocoena 
varados entre 1988-1999, mostraron que la prevalencia de la seropositividad a DMV fue 
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disminuyendo a lo largo del tiempoy solo adultos de estas dos especies fueron positivos entre 1997-
1999. Esto sugería que el virus no había persistidocomo una infección endémica en estas 
poblaciones (Van Bressem et al., 2014; Van Bressem et al., 2001b).Además, en ninguna marsopa 
varada en las costas de Bélgica, norte de Francia, Inglaterra, y Alemania se encontró una infección 
sistémica por CeMV entre 1990-2000 excepto un P.phocoena que varó en Kent, Inglaterra (Jauniaux et 
al., 2002; Jepson et al., 2000; Kennedy et al., 1992; Siebert et al., 2001). Por otro lado, en el canal de 
Inglaterra en 1996 se encontró un G.melas juvenil que su suero tenía altos títulos de anticuerpos 
frente DMV sugiriendo que esta especie podría tener algún papel en el mantenimiento de del virus 
en NE Atlántico. (Van Bressem et al., 2014). Sin embargo hasta que no se realicen más estudios 
serológicos y moleculares en esta zona no se sabrá cómo se comporta CeMV en la cuenca oceánica. 
Recientemente, se han realizado estudios de CeMV en CE del océano Atlántico y han 
encontrado infecciones por CeMV en Delphinidae. En el cerebro de un G. macrohynchus que había 
varado en Tenerife en 1996 se pudo identificar un virus que era muy parecido a PWMV (Bellière et 
al., 2011a) (Figura 6). Además, en las Islas Canarias han realizado un estudio retrospectivo, en el que 
han testado la presencia de CeMV mediante IHC y RT-PCR en S. coeruleoalba y D. delphis que habían 
varado allí entre 2002-2011 y que presentaban meningoencefalitis no supurativa, encontrando DMV 
restringido al SNC por lo que sugieren que la forma crónica de la enfermedad era la responsable de 
la lesión (Sierra et al., 2014a). Por último, se ha descrito una infección sistémica de CeMV en un T. 
truncatus varado en Lanzarote en 2005 y DMVfue identificado como el responsable de la muerte del 








Figura 6: Mapa del Mar del Norte, CE y NE atlántico. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a 
lo largo de la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha. Fuente: Elaboración propia. 
CAPÍTULO I: Introducción 
27 
 
3.2.1.2. Mar Mediterráneo 
Hasta el 2010 se habían descrito dos brotes de CeMV en esta zona. El primer episodio se dio 
entre 1990 y 1992 en el que alrededor de 1000 S.coreuleoalba vararon en las costas mediterráneas 
europeas (Aguilar and Raga, 1993) (Figura 7). En este momento que solo se había descrito la cepa 
PMV, se identificó un virus parecido pero suficientemente diferente para que lo describieran como 
una cepa distinta (DMV) (Barrett et al., 1993). En la primera fase, el brote comenzó en la costa 
mediterránea española, en Valencia (Domingo et al., 1990) y con el tiempo fue extendiéndose a las 
costas mediterráneas de Francia(Bompar et al., 1991), Italia, Argelia y Marruecos, llegando hasta la 
costa atlántica del estrecho de Gibraltar (Aguilar and Raga, 1993; Van Bressem et al., 2014). En la 
segunda fase, el brote afectó sobretodo a animales de la costa de Italia (Bortolotto et al., 1992) y 
Grecia (Webb, 1991)en el verano de 1991. Por último, en la tercera y última fase el brote se extendió 
durante la primavera de 1992 desde las Islas Griegas hasta el Mediterráneo oriental y noreste (Aguilar 
and Raga, 1993).  
Desde 1994, no había habido ningún episodio anormal de mortalidades en esta zona, sin 
embargo en 2006, DMV se identificó en un G.melas(Raga et al., 2008). Esta cepa, que ya había sido la 
responsable del brote anterior fue también la causa del episodio de mortandades que se achacó a 
G.melas, S.coreuleoalba y T. truncatus a lo largo de las costas mediterráneas españolas y francesas y que 
duró hasta finales del 2008 (Keck et al., 2010; Raga et al., 2008) (Figura 7). Este brote comenzó en el 
estrecho de Gibraltar y continuó a lo largo de las costas mediterráneas españolas entre Octubre de 
2006 y Abril de 2007. Al menos 60 G. melas murieron en este periodo (Raga et al., 2008). Además, 
más de 100 S. coreuleoalba vararon entre Enero y Octubre del 2007. La primera carcasa de S. 
coreuleoalba fue encontrada en el Golfo de Valencia y   posteriormente fueron apareciendo en las Islas 
Baleares, Cataluña, sur de España y el mar de Liguria (Raga et al., 2008). Entre Agosto de 2007 y 
marzo de 2008, aproximadamente 100 S.coreuleoalba, un G. melas y 5 T.truncatus se vieron afectados en 
las costas francesas (Keck et al., 2010). 
Durante este brote de 2006-2007, vararon G. melas de todas las edades, aunque las mayoría 
eran adultos (Raga et al., 2008). Esta distribución de edades sugiere que no hubo contacto con el 
virus anteriormente (Bellière, 2012). Sin embargo, DMV parecía que había afectado primordialmente 
a jóvenes S.coreuleoalba que eran más jóvenes que los animales que habían varado durante el brote de 
1990(Keck et al., 2010; Raga et al., 2008). Es por ello, que parecía que la población de 
S.coreuleoalbapodría haber tenido memoria inmunológica del brote de 1990. Esto es consistente con el 
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hecho con que todos los morbillivirus son capaces de persistir durante largos periodos en los 
hospedadores supervivientes(Black, 1991). 
Entre epizootias, hasta el momento, sólo se habían reportado la forma crónica de la 
infección, ya que en 50 S.coreuleoalbaanalizados en periodo post-epizoótico sólo habían encontrado el 
antígeno de DMV restringido al SNC (Soto et al., 2011). En estas publicaciones sugieren que esto 
pasa porque DMV no persiste en la población de S.coreuleoalba del mediterráneo entre epizootias y 
que por eso esto no apoya la teoría de que DMV se esté haciendo endémica en el Mediterráneo sin 
embargo, se necesitarían más estudios para confirmar esta hipótesis.  
Recientemente, en 2011, en la costa italiana se encontraron varios casos de infección por  
DMV en 2 S. coreuleoalba, 1 T. truncatus y 2 B. physalus(Di Guardo et al., 2013)(Figura 7). En 3 de estos 
animales (2 S.coreuleoalba y 1 T.truncatus) se detectó DMV por IHC y/o RT-PCR sólo en el cerebro y 
sólo en 2 animales (1 S. coreuleoalba y 1 T.truncatus) presentaba meningoencefalitis no supurativa (Di 
Guardo et al., 2013). Por otro lado uno de los B.physalus además de identificar el antígeno de DMV 
tanto por IHC como por RT-PCR en cerebro, se encontró una coinfección por Toxoplaa gondii (Di 
Guardo et al., 2013). Por último, en el mar Tirreno italiano,se produjo un evento de mortalidades 
inusuales durante el 2013 (Casalone et al., 2014). CeMV se ha detectado mediante RT-PCR en 
muestras de cerebro y pulmón de animales que habían varado(Casalone et al., 2014). Entre ellos 
encontraron 22 positivos de 52 S. coreuleoalba, en uno de tres T. truncatus y en un B. physalus(Casalone 
et al., 2014). Sin embargo, como ninguno de estos animales positivos tenía lesiones típicas de CeMV 
y, además se encontraron otros agentes infecciosos en la mayoría de estos individuos, no se pudo 







Figura 7: Mapa del Mar Mediterráneo. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a lo largo 
de la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia. 
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3.2.1.3. Mar Negro 
En 1994, 26 delfines comunes del Mar Negro (Delphinus delphis ponticus)murieron a lo largo de la 
costa de Crimea (Ucrania) y otros 21 a lo largo de la costa del mar Negro (Rumanía, Bulgaria, Rusia y 
Ucrania) (Birkun et al., 1999; Tsur et al., 1997) (Figura 8). CeMV fue detectado por técnicas de IHC 
y RT-PCR. Se desconoce la cepa responsable de estos varamientos ya que no se realizó 
secuenciación. Se piensa que S. coreuleoalba infectados con DMV y que sobrevivieron al brote del 
mediterráneo de 1990 fueron los responsables de la dispersión del virus desde el mar Mármara al 
mar Negro, donde la población de D.delphis se infectaron dando lugar al episodio de mortandades de 
1994. Esta hipótesis se apoya por el hecho de que S.coreuleoalba y D.delphis suelen nadar juntos, y por 













Figura 8: Mapa del Mar Negro. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a lo largo de la 
historia, la cepa responsable del mismo y la fecha. Fuente: Elaboración propia. 
CAPÍTULO I: Introducción 
30 
 
3.2.2. Norte América 
3.2.2.1. Costa Atlántica 
Entre Enero y Mayo 1982, en el Sistema del Lago del Río Indio (IRL), en Florida, se 
encontraron 43 carcasas,teniendo en cuenta que la comunidad de estos animales se estimaba que era 
de 211 individuos (Hersh et al., 1990). Los datos serológicos indicaron que el brote se había debido a 
una infección por morbillivirus y se hipotetizó  que la fuente de la infección había sido  el contacto 
con especies endémicamente infectadas como son los T. truncatus(Duignan et al., 1996). Además, 
estudios serológicos que se realizaron en muestras recogidas entre 2003 y 2007 indicaron que los del 
delfines de IRL nacidos después del evento de mortalidad ocurrido en 1982  tenían anticuerpos 
frente a DMV-like, indicando que había habido exposición e infección, aunque después de 1982 no 
ha habido ningún brote ni muertes asociadas a infección por morbillivirus después de 1982(Bossart 
et al., 2010). 
Desde 1987 a Mayo 1988, CeMV infectó  al menos a 645 T.truncatus tanto de estuario como 
costeros, empezando en Nueva Jersey llegando a Florida (Duignan et al., 1996; Lipscomb et al., 
1994; Taubenberger et al., 1996) (Figura 9). Esto representaba el 50%  de los T.truncatus de esta zona 
(Lipscomb et al., 1994). Además S. coreuleoalba también se vio afectado en este brote, estando dos 
especies de cetáceos implicados en la epizootia. En un estudio retrospectivo en 1996 (Taubenberger 
et al., 1996), se identificó mediante RT-PCR y confirmación por secuenciación que tanto DMV 
como PMV habían estado involucrados en estas muertes. De hecho, PMV o DMV se encontró en 
20 T.truncatus, ambos virus se determinó en 4 T.truncatus y sólo DMV se encontró en un 
S.coreuleoalba(Taubenberger et al., 1996). 
En Julio de 2013, el útimo brote de CeMV afectó a las poblaciones de cetáceos a lo largo de 
la costa atlántica, comenzando en Nueva York hasta el norte de Florida (NOAA, 2014). Alrededor 
de 1500 T.truncatus murieron y el 93% de ellos fueron positivos a DMV mediante RT-PCR(NOAA, 
2014) (Figura 9). La posible causa de los brotes tanto de 1987 como el de 2013 podría haber sido el 
contacto entre T.truncatus costeros y especies del litoral (T. truncatusdel litoral, Globicephalaspp., S. 
coeruleoalba, L. hosei,  y Pseudorca crassidens) en las que CeMV es endémico (Duignan et al., 1995a; 
Duignan et al., 1996).  El solapamiento estacional entre las poblaciones residentes de T.truncatus 
costeros en ciertas épocas del año, y la migración de las poblaciones migratorias costeras, podría 
haber favorecido la transmisión de la enfermedad por la costa (Rosel et al., 2009). Sin embargo, un 
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estudio serológico realizado en muestras recogidas entre 1994-2004 de T.truncatus de estuario y 
costeros procedentes de la costa este atlántica de USA, que eran de vida libre y que fueron 
capturados y posteriormente soltados, indicó que la seroprevalencia disminuía a lo largo del años del 
estudio, sugiriendo que CeMV no se mantenía como infección endémica en estas poblaciones, como 
se había predicho anteriormente (Duignan et al., 1996; Rowles et al., 2011). Por ello, la inmunidad de 
la población probablemente siguió disminuyendo en la población, dando lugar a mayor número de 
individuos susceptibles y por lo tanto dando lugar al brote del 2013. De hecho, se están investigando 
qué papel juega el ambiente y factores antropogénicos en estas mortalidades y los impactos en la 















Figura 9: Mapa de la costa atlántica americana. Se representan la localización de 
los brotes de CeMV ocurridos a lo largo de la historia, la cepa responsable del 
mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia 
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3.2.2.2. Golfo de Méjico910900900 
La mortalidad de los T.truncatus se vio incrementada considerablemente desde Julio a 
Noviembre de 1993 a lo largo de la costa de Alabama; desde Agosto a Diciembre de 1993 a lo largo 
de la costa del Misisipi, y de Diciembre a Abril de 1994 a los largo de la costa de Texas (Krafft et al., 
1995; Lipscomb et al., 1996) (Figura 10). Alrededor de 50 T.truncatus atlánticos murieron.  En este 
caso PMV fue la cepa que se identificó mediante RT-PCR en varias muestras de pulmones de 











3.2.2.3. Norte del Pacífico 
Recientemente, en el 2010, se detectó en un joven I.pacificus que había varado en Hana, Maui, 
por una infección por CeMV (Figura 11). Este animal presentaba fracturas de los huesos maxilares y 
mandibular (West et al., 2013). Esta ballena presentaba una encefalitis crónica y se vio que tenía 
coinfección con un alfaherpesvirus (West et al., 2013). Aunque se detectó CeMV mediante RT-PCR 
en pulmones, bazo, timo y ganglios linfáticos, no se pudo encontrar ninguna lesión típica de 
infección de morbillivirus en ninguno de estos órganos. La secuenciación del virus, confirmó que era 
una CeMV, sin embargo parecía una nueva cepa ya que era filogenéticamente diferente y por ello 
sugirieron ponerle el nombre de morbillivirus del zifio (BWMV). Esta misma secuencia se ha 
Figura 10: Mapa del Golfo de Méjico. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a lo largo de 
la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia 
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encontrado también por RT-PCR en el ganglio traqueobronquial y bazo de  un P. 
macrocephalusvarado en la isla de Oahu, Hawai en 2011. Sin embargo tampoco encontraron lesiones 
típicas (West et al., 2015). 
Por otro lado, se hizo un estudio retrospectivo de D. delphis varados en la costa del sur de 
California entre 1995 y 1997. En éste se vio que en los sueros de los 6 animales analizados (100%) 
detectaron anticuerpos frente a CeMV mediante ELISA y VN (Reidarson et al., 1998b). Además en 3 












Aunque en esta zona había datos de infección por CeMV a finales de los 90, ya que se había 
detectado mediante serología en odontocetos gregarios de la zona de Perú, Argentina y Brasil (Van 
Bressem et al., 2014; Van Bressem et al., 2001b), ninguna muerte se había asociado a CeMV hasta 
hace muy poco. En una cría de S guianensis hallada muerta en Guriri, Brasil, en Noviembre de 2010, 
se detectó una nueva secuencia de CeMV(Groch et al., 2014) (Figura 12). Este animal apareció con 
marcada depleción linfoide, neumonía intersticial y meningoencefalitis. Aunque esta especie no se la 
ha observado mezclándose con otras especies en esta región,  se lleva bien con Steno bredanensis, T. 
truncatus, Megaptera novaeangliae y Eubalaena australis(Martins et al., 2001; Wedekin et al., 2004). Es por 
Figura 11: Mapa del Norte del Pacífico. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a lo largo 
de la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia 
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ello que las interacciones estas especies pudieron resultar en la infección del S. guianensis. Estudios 
preliminares con IHC sugieren que CeMV podrían haber infectado a otras especies de cetáceos a lo 














En esta zona se han identificado infecciones por CeMV mediante serología, RT-PCR o  IHC 
en tres casos: en un L obliquidens varado en Japón, en un Kogia breviceps varado en Taiwan y en un T. 
aduncus en cautividad de Taiwan (Uchida et al., 1999; Yang et al., 2006) (Figura 13). En el caso del L 
obliquidensse diagnosticó con una encefalitis crónica producida por CeMV mientras en el K. breviceps 
se le encontró una infección sistémica aguda (Uchida et al., 1999; Yang et al., 2006). Al realizar el 
análisis filogenético de las P secuencias obtenidas en estos animales se vio que la encontrada en el K. 
breviceps tenía una similitud del 97,6% con DMV. En el caso de T. aduncus se le encontró títulos muy 
altos de anticuerpos frente a DMV, por lo que lo más probable es que los adquiriera cuando aún 
estaba en medio salvaje (Van Bressem et al., 2001b). Aunque estos datos indican que CeMV está 
Figura 12: Mapa de Sudamérica. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos 
a lo largo de la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia 
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presente en odontocetos del noroeste del Pacífico,  aunque no se ha descrito ningún evento de 
mortalidades en esta zona.  
3.2.4.2. Australia 
Los estudios serológicos que se han realizado en esta zona indican que CeMV infecta a 
muchas especies de cetáceos desde las aguas del noreste de Australia, Tasmania y Nueva Zelanda y 
que existe la posibilidad de que sea endémico en G.melas y P.electra, con una evidencia de la 
circulación de CeMV en esta zona desde por lo menos 1985 (Stone et al., 2012; Van Bressem et al., 
2014). En la costa del océano Indio australiano, se diagnosticó CeMV en dos T.aduncus que habían 
varado durante un evento de mortalidades en la pequeña población de aproximadamente 25 
individuos en Swan River, en Australia occidental, durante junio de 2009 (Stephens et al., 2014) 
(Figura 13). Poco después de este evento, CeMV también se asoció a dos muertes de 2  T. truncatus 
inmaduros en Queensland, en Australia oriental (Stone et al., 2011; Stone et al., 2012) (Figura 13). 
Uno de ellos se encontró varado en la Isla de North Stradbroke en 2009, y el otro en la Isla de 
Fraser en 2010. Las secuencias obtenidas de estos dos animales se comprobó que eran DMV y que 
estaban filogéneticamente muy relacionadas a las secuencias obtenidas en los brotes de Europa y 
Estados Unidos y que ambos mostraban una infección sistémica aguda (Stone et al., 2011; Stone et 
al., 2012).   Sin embargo en la secuencia obtenida del T.aduncus era diferente a las secuencias 
conocidas de CeMV, por lo que se clasificó como CeMV pero no se pudo definir la cepa. Además 
presentaba lesiones como una depleción linfoide muy severa y tenían muchas infecciones 
oportunistas (Stephens et al., 2014).  
Entre Marzo y septiembre del 2013, se produjo otro brote de CeMV que afectó tanto a la 
población de T.aduncus y T.truncatus del sur de Australia(Kemper et al., 2013) (Figura 13).  Los datos 
preliminares del análisis filogenético de las secuencias obtenidas sugieren que las cepas obtenidas de 
Australia oriental y sur son más parecidas que las obtenidas en Queensland (Van Bressem et al., 
2014).   
 




















Figura 13: Mapa de Australasia. Se representan la localización de los brotes de CeMV ocurridos a lo 
largo de la historia, la cepa responsable del mismo y la fecha.Fuente: Elaboración propia 




4.1. Características del virus 
4.1.1. Etiología 
Los adenovirus son virus ADN de 60-90 nm de diámetro.Se encuentran entre los virus sin 
envoltura más complejos que existen y poseen una cápside icosaédrica. El virión se compone de una 
cápside proteica que se constituye por 252 capsómeros y que representan el 87% de su peso y de un 
núcleo que contiene el genoma de ADN viral y 4 proteínas internas. De los 252 capsómeros, 240 
son hexones (la proteína mayor de la cubierta) y 12 pentones. Los hexones se disponen 
conformando los lados de la superficie icosaédrica y los pentones son los que conforman los vértices  
(Figura 14). Por otro lado existe una glicoproteína que protruye desde el centro de cada pentón y que 
se llama fibra. Tanto el pentón el hexón y la fibra están formados por proteínas específicas (Tabla 3). 
Para que el ensamblaje se produzca correctamente se requiere de alguna de estas proteínas: IIIa, VI y 
VIII que están en la superficie de la cápside interna, y la IX que está en la cápside externa.  
Por otro lado, el núcleo del virión está formado por ADN bicatenario de doble cadena que 
codifica para 30-40 genes y que tiene un tamaño de unos 35kb. Además el núcleo está conformado 
por las siguientes proteínas: la proteína terminal (TP) que es la el que sirve como cebador para la 
replicación y que además se encuentra al final del genoma, de ahí su nombre; la proteína Mu, que es 
la proteína pequeña transactivadora; y por último las proteínas básicas V, VII; que son similares a las 







Figura 14: Estructura de Adenoviridae. Se muestran las proteínas que conformas la estructura. Hexón (Hx), pentón 
(Pe) y la fibra (F). El resto de proteínas marcadas se explican en la que hay a continuación (Tabla 3). Fuente: 
University of South Carolina. 
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Además el genoma viral, está flanqueado por repeticiones terminales (ITR) de unos 100-140 
nucleótidos y una señal de empaquetamiento (psi) cerca del ITR izquierdo. Contiene una 
grancantidad de genes que se agrupan en regiones tempranas (early) y tardías (late), que depende del 
momento en el que transcriben tras la infección. Es por ello, que las regiones tardías se transcriben 
tras la replicación del genoma viral y son las que contienen los genes para codificar las proteínas 
estructurales del virus. Mientras que las regiones tempranas se transcriben antes de la síntesis del 
ADN viral, y cumplen las siguientes funciones (Figura 15): 
- Por un lado las proteínas codificadas en E1 incluyen a la E1, por ejemplo, que es la proteína 
necesaria para transactivar la transcripción de los demás genes virales y E1B 55kd que se une 
a E4. Además estas proteínas interfieren en las funciones de la célula huésped, como ocurre 
con E1A que es una oncoproteína. 
- La región E2 codifica proteínas que ayudan a adenovirus, necesarias para la replicación viral: 
ADN polimerasa, proteína terminal… 
- La región E3 codifica algunas proteínas que ayudan a adenovirus a pasar desapercibido para 
el sistema inmune del hospedador, como es la proteína gp19kd que inhibe la presentación 
del antígeno con moléculas clase II del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
- Por último la región E4 codifica diversas proteínas que silencian genes endógenos, regulando 









Figura 15: Esquema del genoma de adenovirus. Se muestran en los extremos las repeticiones terminales (ITR) y las 
regiones tempranas (early) y tardías (late) según el orden de transcripción. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 3: Proteínas virales de Adenovirus con su localización y función correspondiente a cada una de ellas. 
Fuente: Bernaola et al. 2002  
 
4.1.2. Replicación del virus 
La replicación de Adenovirus estáconstituida por varios pasos que son los siguientes (Figura 
16): 
a) Unión a la célula: Este paso se basa en la unión de la fibra con receptores celulares 
(moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I y receptores coxsackie-
adenovirus (CAR)).  
b) Internalización: Implica la interacción del pentón con las integrinas V3 y V4. Este paso 
viene regulado por segundos mensajeros celulares, que a su vez favorecen la progresión del 
ciclo celular, y la reorganización del citoesqueleto de actina. Este último tiene un papel 
importante en la penetración del virus (endocitosis mediada por clatrina). 
c) Penetración: Estepaso se da por endocitosis de vesículas que están revestidas con clatrina. 
La membrana de la vesícula fagocítica se rompe por la acción tóxica del pentón. Es en este 
momento cuando se liberan las partículas virales dentro del citoplasma, perdiendo las 
proteínas de la cápside y produciéndose el denudamiento del ADN viral. 
d) Migración: El core migra desde el citoplasma al núcleo vía microtúbulos y el ADN viral 
entra al núcleo a través de los poros nucleares. El ADN viral una vez está en el núcleo se 
convierte en un complejo de histonas celulares- ADN viral y se inicia la replicación. 
 Nombre Localización Función conocida 
II Monómero de hexón Estructural 
III Base pentón Penetración 
IIIa Asociado con base pentón Penetración 
IV Fibra Unión a receptor, hemoaglutinación
V Núcleo: asociado a ADN y 
base del pentón 
Similar a histona: empaquetamiento 
VI Polipéptido menor hexón Estabilización/ensamblaje de 
partículas 
VII Núcleo Similar a histona 
VIII Polipéptido menor hexón Estabilización/ensamblaje de 
partículas 
IX Polipéptido menor hexón Estabilización/ensamblaje de 
partículas 
TP Proteína terminal del 
genoma
Replicación de genoma 
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e) Replicación: Este paso ocurre en el núcleo, la proteína viral (TP) actúa como cebador. Dos 
proteínas más codificadas por el virus participan en la replicación: AdDBP y AD ADN pol. 
Además hay proteínas celulares en el núcleo que participan en la replicación del genoma 
viral. Además se producen las siguientes proteínas de las que se  ha hablado anteriormente. 
Por un lado las proteínas tempranas inmediatas (E1A), las proteínas tempranas (E1B, E2A, 
E2B, E3, E4), y por último las proteínas tardías que son las proteínas virales. 
f) Ensamblaje del virión: Antes del ensamblaje es cuando se sintetizan las proteínas 
estructurales, que son sintetizadas a partir de los genes virales tardíos, siendo los genes virales 
tempranos los responsables se la síntesis de productos que modifican el metabolismo celular 
y de los factores de virulencia. El ensamblaje ocurre en el núcleo,  sin embargo empieza en el 
citoplasma, donde los polipéptidos individuales se ensamblan en capsómeros (hexones y 
pentones). Las cápsides inmaduras y vacías son ensambladas en el núcleo celular, y allí el 





Figura 16: Esquema de la entrada de adenovirus a la célula y su posterior entrada al núcleo. Fuente: Elaboración 
propia. 
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4.1.3. Clasificación del virus 
Los Adenovirus son virus ADN pertenecientes a la familia Adenoviridae. Se han descrito 
cinco géneros distintos (Figura 17): 
- Mastadenovirus. Se encuentra en todo tipo de mamíferos (Benkö et al., 2000; Russell and 
Benko¨, 1999). 
- Aviadenovirus. Se ha encontrado sólo en aves (Harrach, 2002). 
- Atadenovirus(Benkö and Harrach, 1998; Both, 2002). Se ha aislado en rumiantes(Bartha, 1969; 
Boros et al., 1985; Dan et al., 1998; Lehmkuhl and Cutlip, 1999; Lehmkuhl et al., 2001), 
aves(Harrach et al., 1997; Hess et al., 1997), serpientes(Benko et al., 2002; Farkas et al., 2002; 
Marschang et al., 2003)y un marsupial(Thomson et al., 2002). 
- Sianodenovirus. Encontrado solamente en una rana (Davison et al., 2000)y en aves de 
corral(Pitcovski et al., 1998). 
- Ichtadenovirus: Descrito muy recientemente al ser aislado en esturiones (Kovacs et al., 2003). 
- Recientemente se ha descrito un posible sexto género, que lo han llamado Testadenovirus, 
porque se ha aislado en tortugas del orden Testudines (Doszpoly et al., 2013). 
 
 
Figura 17: Análisis filogenético de las secuencias parciales del gen del hexón (A) árbol filogenético por el método 
neighbour-joinning que representa distintas secuencias de los 5 géneros de la familia Adenoviridae (Bodewes et al., 2013); 
(B) Árbol filogenético sin raíces por el método maximum likehood en el que se reperesentan 24 secuencias de los 5 
géneros de adenovirus Fuente: (Kovacs et al., 2003) 




La patogénesis de los adenovirus está muy bien descrita en la especie humana y por ello se 
relata a continuación. Los adenovirus se transmiten por contacto directo, por vía feco-oral, por vía 
inhalatoria y por último se ha descrito en algunos casos a través de aguas estancadas. Tiene 
predilección por las células epiteliales, y esto conlleva que afecte a casi todas las mucosas. Se han 
descrito 3 tipos de interacciones entre el adenovirus y las células huésped(Mandell et al., 2000): 
- Infección lítica: se da el ciclo replicativo completo. Se producen entre 10000 y 1000000 de 
virus por célula, de los cuales 1-5% son infecciosos. Se dan en células epiteliales(Hogg, 2000; 
Keicho et al., 1997; Singh-Naz and Rodriguez, 1996). 
- Infección latente: es una infección crónica y se da principalmente en células linfoides. Está 
descrita la reactivación del virus en individuos inmunodeprimidos. Esta infección latente 
produce la transcripción de factores que favorecen la producción de citoquinas inflamatorias 
(IL8,ICAM,FNT alfa), con la consiguiente amplificación del proceso inflamatorio a dicho 
nivel. 
- Transformación oncogénica: por otro lado los adenovirus son capaces de inducir a las células 
quiascentes a entrar en fase S del ciclo replicativo e inhibir la apoptosis de las células huésped 
(Hogg, 2000). Algunos productos de los genes tempranos virales inhiben a los 
antioncogenes. El ADN viral es aparentemente integrado y replicado con el ADN celular, no 
se producen viriones infeccioso. 
4.1.5. Adenovirus en especies no marinas 
 Los adenovirus se habían considerado virus específicos de especie, que coevolucionaban con 
el hospedador (Harrach et al., 2011). De hecho como se ha dicho anteriormente tanto Mastadenovirus 
y Aviadenovirussolo se encuentran en mamíferos y aves respectivamente. Sin embargo, se ha visto un 
salto de especie entre hospedadores relacionados como el tití adenovirus-1 (TMAdV-1), en el que se 
demostró que una población de titís con este virus que presentaba problemas respiratorios severos, 
se lo pasó a los humanos que trabajaban con ellos (Chen et al., 2011). Los adenovirus se han descrito 
en todo tipo de especies, desde humanos hasta esturiones. Sin embargo en cada una de estas especies 
se presenta de una manera distinta. 
 En humanos existen 7 especies con 67 tipos de adenovirus. Se ha asociado a brotes de 
enfermedad respiratoria en barracones militares (Ecker et al., 2005; Gray et al., 2000),  también 
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puede producir gastroenteritis en niños (Matsushima et al., 2013; Yolken et al., 1982), 
conjuntivitis(Jawetz, 1959), cistitis e incluso sarpullidos. En algunos casos la morbilidad y mortalidad 
es muy alta, estando asociado también a hepatitis fulminante, neumonía y encefalitis en pacientes 
inmunocomprometidos. 
Los perros se ven afectados por dos tipos de adenovirus, el tipo 1 (CAV-1) y el 2 (CAV-2), 
causando la hepatitis infecciosa canina, una enfermedad que es potencialmente mortal y que produce 
vasculitis y hepatitis(Murphy et al., 1999.). CAV-1 también les puede producir infecciones 
respiratorias y oculares. Sin embargo CAV-2 es uno de los causantes potenciales de la tos de las 
perreras.  
Los adenovirus también pueden causar infecciones respiratorias en caballos(Cavanagh et al., 
2012; Giles et al., 2010), ganado vacuno(Roshtkhari et al., 2012), cerdos, ovejas y cabras(Murphy et 
al., 1999.). Equine adenovirus 1puede producir una infección fatal en potros inmunodeprimidos, 
dando lugar a neumonía y destrucción de la glándula pancreática y salivar. 
En las tupayas, se ha aislado el Tupaia adenovirus 1. Los adenovirus de los Galloanserae (Fowl 
adenovirus) están asociados con distintas manifestaciones de la enfermedad en Galloanseraes 
domésticos como la hepatitis, el síndrome del hidropericardio, el síndrome de la caída del huevo, 
bronquitis de la codorniz, y otras formas respiratorias(Kumar et al., 2010). Recientemente 
adenovirus se ha aislado en milanos negros salvajes (Milvus migrans). 
En reptiles, se han aislado en varias tortugas de tierra, en serpientes.. pero no se conoce la 
implicación del virus en procesos patológicos(Wellehan et al., 2004). 
En peces se ha conseguido aislar adenovirus en esturiones (Sturgeon adenovirus 1) dando 
lugar a un género nuevo Ichtadenoviridae(Bodewes et al., 2013). 
Además, adenovirus se ha conseguido aislar en murciélagos Myotis y Scotophilus kuhlii en 
China(Chen et al., 2012), dando lugar a Bat adenovirus TJM, que es una especie del género 
Mastadenovius, que están filogenéticamente relacionados a los adenovirus de los perros y de la 
tupaya(Kohl et al., 2012; Li et al., 2010; Raut et al., 2012). 
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4.2. Adenovirus en mamíferosmarinos 
En mamíferos marinos, los adenovirus se han detectado en leones marinos de California 
(Goldstein et al., 2011; Inoshima et al., 2013).  En estudios serológicos, encontraron en leones 
marinos de Steller (Eumetopias jubatus) y en morsas (Odobenus rosmarus) presencia de anticuerpos frente 
a CAV-1 y CAV-2 (Burek et al., 2005; Philippa et al., 2004). En cambio los primeros reportes de 
enfermedad por adenovirus en leones marinos de California (Zalophus californianus)fue a finales de los 
70, pero sin identificación genética del virus. Debido a similitudes en la morfología del virus y la 
presentación clínica, se pensó que CAV-1 podría ser el agente etiológico de las hepatitis de estos 
animales (Britt Jr. et al., 1979). 
Sin embargo fue en 2011, cuando se obtuvieron por vez primera secuencias de adenovirus en 
leones marinos. Al examinar los tejidos de dos leones marinos de California que habían varado vivos 
y muerto al poco tiempo en un centro de recuperación, y que eran sospechosos de infección por 
adenovirus, confirmaron la sospecha. El primer caso era un animal varado en 2003 que presentaba 
arteritis severa, neumonía intersticial y hemorragia pulmonar asociada a infección parasitaria. La 
presencia de cuerpos de inclusión eosinofílicos en el endotelio venoso en distintos órganos como 
pulmón, ganglio linfático mediastínico, bazo y ojo sugirió la infección por adenovirus. En el segundo 
caso, que varó en el 2008, y que presentaba una hepatitis necrotizante viral severa con cuerpos de 
inclusión eosinofílicos en los hepatocitos. En ambos casos se realizó microscopía electrónica y 
detección por PCR y posterior secuenciación. El adenovirus que se pudo aislar de estos animales era 
un virus perteneciente al género Mastadenovirus pero diferente a CAV-1. A este virus se le llamó 
California sea lion adenovirus-1 (CSLAdV-1) (Goldstein et al., 2011).  
En 2012, en un acuario de Japón tres especies distintas de otáridos, un león marino de 
California (Zalophus californianus), un lobo marino de Sudáfrica (Arctocephalus pusillus), y un león 
marino de Sudamérica(Otaria flavescens), mostraron diarrea y estaban sumamente abatidos, muriendo 
los tres en un periodo de tres días. Los tres animales tenían los niveles de alanina amino transferasa  
(ALT) y aspartato amino transferasa (AST) elevados en suero. Se encontró una hepatitis necrótica 
con presencia cuerpos de inclusión intranucleares eosinofílicos en los hepatocitos del hígado y en las 
células epiteliales intestinales del león marino sudamericano. En los tres animales se detectó 
CSLAdV-1 por PCR y posterior secuenciación, y se pudo comprobar que la secuencia era la misma 
en los tres animales y al brote de 2011 (Inoshima et al., 2013).  
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Respecto a la secuencia aislada en estos dos brotes, recientemente se ha obtenido el genoma 
completo de CSLAdV-1. Se ha podido comprobar que es un Mastadenovirus aunque tiene muy poco 
porcentaje de GC (37%) que esto es una característica de los Atadenovirus. Sin embargo con el árbol 
filogenético no se puede precisar el sitio exacto que le corresponde en el árbol a CSLAdV-1, pero sí 
que observan que se encuentra cerca de la raíz del árbol de los adenovirus laurasiaterianos(Figura18). 
Además el análisis filogenético del genoma les hace hipotetizar sobre la posibilidad de un salto de 
hospedador, por una serie de incongruencias entre la secuencia y el huésped (Cortes-Hinojosa et al., 
2015) y por el porcentaje tan bajo de GC que se ha visto que está relacionado con el salto de 
hospedador (Wellehan et al., 2004). Se necesitarían más secuencias que procedan de otros mamíferos 
marinos para poder ubicar correctamente a CSLAdV-1 en el árbol. 
El problema es que solo se han podido aislar adenovirus de muestras gastrointestinales en 
otros mamíferos marinos incluyendo un rorcual norteño (Balaenoptera borealis) (Smith and Skilling, 
1979), en dos ballena boreales (Balaena mysticetus)(Smith et al., 1987) y en una beluga (D. leucas)(De 
Guise et al., 1995). Sin embargo en estos animales no se puedo asociar la enfermedad con la 
presencia del virus. Por otro lado existe publicada en GenBank una secuencia parcial de la 
polimerasa de adenovirus obtenida de una marsopa común (Phocoena phocoena). Pero no existe 










Figura 18: Árbol filogenético por el método maximum likehood que representa la relación de CSLAdV-1 con 
representantes de cada uno delo géneros (excepto Ichtadenovirus) de la familia Adenoviridae. Fuente: (Cortes-Hinojosa 
et al., 2015) 









































1. Enfermedades emergentes y re-emergentes 
1.1. Morbillivirus de los cetáceos (CeMV) 
Debido a que morbillivirus de los cetáceos (CeMV) es unos de los virus más letales que 
existen en cetáceos y que además la costa mediterránea española es una zona de alto riesgo por los 
dos brotes de CeMV ocurridos desde 1990, esta fue la principal razón por la que se decidió que esta 
tesis doctoral se centrara en este virus. Aunque es el virus en cetáceos más estudiado hasta el 
momento, siguen sin conocerse el origen de los brotes, ni la epidemiología de los mismos.  
Por otro lado, al comenzar esta tesis doctoral había una clara deficiencia en las técnicas de 
diagnóstico para la detección de este virus, ya que se seguían utilizando las técnicas convencionales 
que tenían una baja sensibilidad (Barrett et al., 1993; Reidarson et al., 1998b). Existía una técnica 
molecular a tiempo real pero desde su publicación no se había utilizado porque es poco asequible y 
además no detecta las tres cepas de CeMV (Grant et al., 2010). Por todo ello, nos centramos en el 
diseño y evaluación de una técnica molecular que fuera asequible, sensible, específica y que detectara 
las tres cepas. 
 Aunque desde el 2007 no se detectaba ningún brote en el Mediterráneo, sí que había 
informaciones de animales positivos entre periodos interepizoóticos en los que se había encontrado 
el virus acantonado en cerebro (Soto et al., 2011). En esta zona sólo se realizaba el diagnóstico de 
CeMV en aquellos animales en los que se observaban lesiones compatibles con el virus o se 
sospechaba por el incremento del número de varamientos. Teniendo en cuenta que la severidad de 
las lesiones y las cargas virales habían decrecido en el brote del 2007 con respecto al de 1990 (Raga et 
al., 2008), las lesiones de los animales positivos era cada vez menos obvias. Es por ello, que el 
seguimiento epidemiológico de esta enfermedad en todos los animales varados en esta zona es 
importante para poder entender mejor la enfermedad y además poder detectar, si lo hubiera, un 
nuevo brote. Para este seguimiento epidemiológico era necesario utilizar las técnicas adecuadas 
(sensible y específica) para poder realizar un diagnóstico fiable del virus.  
 Por todo lo anteriormente expuesto, es necesario, por un lado de la mejora en la detección 
de CeMV a través de técnicas moleculares a tiempo real que puedan detectar las tres cepas 
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simultáneamente, e implementarlas en el diagnóstico rutinario. Además el seguimiento 
epidemiológico de los animales varados en el Mar Mediterráneo español es muy importante para 
poder entender mejor el origen de los brotes y su comportamiento en las distintas poblaciones del 
Mediterráneo tanto en periodos de brote como en periodos interepizoóticos. 
1.2. Nuevos virus: Adenovirus 
Hasta el momento solo se conocen unos pocos virus en los cetáceos, tal y como se ha 
comentado en la introducción. A lo largo de la historia se han asociado sintomatologías clínicas o 
lesiones a virus por su parecido en otras especies (Kennedy, 2001). Sin embargo, en casi ningún virus 
se ha realizado su aislamiento viral o su detección por técnicas moleculares (Kennedy, 2001). Esto es 
un gran problema porque en humanos, por ejemplo, se conocen cientos de virus, sin embargo en 
cetáceos no llega a la decena, y de estos sólo unos pocos están bien descritos. Es por ello, la 
necesidad de la detección de virus desconocidos, que pueden estar en estos animales pero que nadie 
los ha descrito hasta el momento. 
La detección de virus desconocidos se basa en la vigilancia de posibles sintomatologías o 
lesiones sospechosas en estos animales. En el caso de sintomatología, esto será mucho más sencillo 
realizarlo en animales en cautividad, ya que los animales salvajes que llagan a la costa son la mayoría 
carcasas. Sin embargo, en los cetáceos salvajes serán las lesiones las que nos hagan sospechas de 
nuevos virus. 
Respecto a adenovirus, es un virus que se ha caracterizado por primera vez muy 
recientemente en mamíferos marinos, en leones marinos salvajes y en cautividad (Goldstein et al., 
2011; Inoshima et al., 2013). No se conoce el origen del virus pero se piensa que podría estar en el 
agua marina. Además las únicas descripciones de adenovirus en cetáceos habían sido por detecciones 
de partículas virales de este virus en hisopos y/o biopsias gastrointestinales (De Guise et al., 1994; 
Smith and Skilling, 1979; Smith et al., 1987). Es por ello que, ante sintomatología parecida a la de 
leones marinos (diarrea, vómitos anorexia y muerte por hepatitis) en los cetáceos deberían ser 
sospechosos de esta enfermedad, ya que si está en el agua de mar, probablemente sufran también 
esta enfermedad aunque no haya sido descrita hasta el momento.  
Por todo lo anteriormente contado,  la observación de la sintomatología clínica o las lesiones 
de animales salvajes o en cautividad nos podrían revelar información sobre posibles nuevas 
enfermedades causadas por virus. En el caso de adenovirus, sabiendo que las pocas veces que se 
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había descrito en cetáceos se encontraba en el sistema digestivo y que en los leones marinos cursaba 
con gastroenteritis, se dio importancia a este sistema para la observación y vigilancia del virus.  Es 
por todo esto la importancia de poder asociar  a este virus con una patología y así poder introducirlo 
en el diagnóstico diferencial. Además, permitiría el estudio del virus, conocer el comportamiento del 
mismo en estos animales, y por último su aislamiento y secuenciación permitiría conocer el posible 
origen de la infección.  
Por ello nos centramos en los siguientes objetivos:  
OBJETIVOS 
El  objetivo principal de esta  tesis doctoral ha sido un mayor conocimiento de dos de las 
enfermedades emergentes y reemergentes de los cetáceos (morbillivirus de los cetáceos y adenovirus) 
para así contribuir a la mejora del conocimiento sobre la sanidad marina. Dentro de este objetivo 
principal tenemos los siguientes objetivos concretos: 
 
Objetivo 1: Avance en el conocimiento de morbillivirus de los cetáceos (CeMV). Este 
objetivo se subdivide en varios subobjetivos: 
Subobjetivo 1.1.: Desarrollo y evaluación de nuevas técnicas de diagnóstico para la 
detección rápida, sensible y específica de las tres cepas de CeMV. 
Subobjetivo 1.2.: Actuación y detección ante un brote de CeMV y profundizar en los 
posibles orígenes del brote. 
Subobjetivo 1.3.: Seguimiento epidemiológico de CeMV en los cetáceos varados en 
las costas mediterráneas en periodos interepizoóticos.  
 
Objetivo 2: Identificación de nuevos  virus en cetáceos. Adenovirus: clínica, 
diagnóstico, filogenia y aislamiento viral. 
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Subobjetivo 1.1.: Desarrollo y evaluación de nuevas técnicas de 
diagnóstico para la detección rápida, sensible y específica de las tres 
cepas de CeMV. 
Ante la falta de estandarización de los métodos de diagnóstico de CeMV utilizados en los 
diferentes brotes se ha adaptado un  método distinto. Se ponía de manifiesto la necesidad de una 
técnica que aunara todos las características que ha de tener una buena técnica de PCR. 
Por ello, en este subobjetivo se diseñó una rt RT-PCR muy sensible y específica para la 
detección rápida y simultánea de las tres cepas de CeMV. Esta técnica está  formada a su vez por dos 
PCRs, con sus respectivos cebadores y una sonda de hidrólisis comercial para cada PCR que 
proceden de la librería universal de sondas (UPL) (Roche), que amplifican la zona altamente 
conservada del gen de la proteína de fusión. Esta RT-PCR realiza con la misma muestra las dos 
PCRs en paralelo con sus respectivos cebadores y sonda ya que una de las PCR detecta las cepas 
virulentas (DMV y PMV); y la otra PCR detecta la cepa menos común PWMV. Ambas PCRs tienen 
las mismas temperaturas por lo que aunque el mix es distinto, de una vez obtendremos los 
resultados de las tres cepas. Los análisis de sensibilidad realizados a partir de muestras purificadas y 
diluidas de DMV, PMV y PWMV mostraron que los límites de detección del ARN viral con la UPL 
RT-PCR fueron más bajos que con las PCRs convencionales publicadas hasta el momento. Además 
con esta técnica se vio que no había ninguna señal de amplificación cuando se utilizaban muestras 
positivas a virus relacionados con CeMV como es PDV, y positivas a otros virus de cetáceos como 
herpesvirus o papilomavirus. Además esta UPL RT-PCR se verificó usando muestras que habían 
sido previamente analizadas por métodos convencionales, y también con un conjunto de muestras 
clínicas sospechosas de ser positivas a CeMV. 
Todos estos resultados sugieren que esta nueva UPL RT-PCR es más sensible y específica 
que los métodos convencionales, y  que esta podría ser una técnica asequible y rápida en el 
diagnóstico rutinario de las tres cepas de CeMV. 
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Subobjetivo 1.2.: Actuación y detección ante un brote de CeMV 
y profundizar en los posibles orígenes del brote. 
 
Como se ha comentado anteriormente, CeMV ha sido responsable de decenas de muertes de 
mamíferos marinos en todo el mundo, tal y como ocurrió en los dos brotes de DMV en 1990-1992 y 
2007-2008 en las costas mediterráneas españolas y que afectó a la población de S.coreuleoalba.  
Este subobjetivo se centra en el estudio de los varamientos que hubo en las costas de la 
Comunidad Valenciana  entre Marzo y Abril de 2011. En estos escasos dos meses 37 delfines en 
total vararon: 26 S.coreuleoalba, tres T. truncatus más ocho delfines que no se pudo determinar la 
especie por su avanzado estado de descomposición. Se realizó la necropsia y toma de muestras de 
todos aquellos animales (en total 13) que vararon y mantenían un buen estado de conservación.  
Debido a que esta zona es una zona de riesgo para CeMV, se utilizó la UPL RT-PCR para el 
diagnóstico rápido de CeMV en estos animales, y a su vez se realizó histopatología, 
inmumnohistoquímica y la RT-PCR convencional que amplifica la fosfoproteína para la 
confirmación de los positivos. Se pudieron encontrar lesiones macroscópicas y microscópicas 
compatibles con CeMV en la mayoría de los animales que fueron analizados. Además la 
inmunopositividad en cerebro junto con la positividad de la UPL RT-PCR de 7 de los 9 animales 
analizados en al menos dos tejidos confirmó la infección sistémica por CeMV. Por último el análisis 
filogenético de las secuencias del gen de la fosfoproteína obtenidas mediante la RT-PCR 
convencional mostraron que se trataba de DMV, y que estaba filogenéticamente relacionado con el 
DMV responsable del brote del 2006-200. Este hallazgo sugirió que el origen del brote podría estar 
en el mismo Mediterráneo y no en el Atlántico. 
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Subobjetivo 1.3.: Seguimiento epidemiológico de CeMV en los 
cetáceos varados en las costas mediterráneas en periodos 
interepizoóticos.  
Tras el brote del 2011, se siguió realizando el diagnóstico de CeMV de todos los animales 
varados  en las costas de la Comunidad Valenciana pudiendo comprobar que de los 222 cetáceos 
varados desde junio del 2011 hasta diciembre del 2014 sólo tres animales han dado positivo a DMV. 
Hasta el momento sólo se habían descrito formas crónicas de la enfermedad en periodos 
interepizooóticos en el Mediterráneo. Sin embargo, en este estudio, dos animales muestran signos de 
infección sistémica aguda y otro de infección sistémica crónica. Sólo uno de ellos, varado en Julio de 
2011, muy próximo a la fecha que se dio por terminado el brote, mostraba una secuencia muy 
similar a la secuencia responsable del brote del 2011. En cambio los otros dos casos, varados en 
2012 y 2014, la secuencia obtenida era diferente a las anteriormente descritas en el Mediterráneo y 
además era filogenéticamente más próxima a la del 1990 que a la de 2007 y 2011.  
En los dos casos de infección sistémica aguda, a diferencia de los casos del brote del 2011, 
mostraban lesiones muy pronunciadas y típicas de CeMV, tales como meningoencefalitis no 
supurativa, bronconeumonía y depleción linfoide, además de encontrar el virus en varios tejidos 
mediante IHQ y rt RT-PCR con altísima carga viral en los tres casos. En el caso de infección 
sistémica crónica presentaba las mismas lesiones descritas en los otros casos pero el virus sólo se 
pudo encontrar restringido al SNC debido, probablemente, a una infección tardía. 
Esto hace pensar que sí pueden darse casos de infección sistémica durante periodos 
interepizoóticos, y la nueva secuencia obtenida podría indicar que existe una nueva cepa de DMV 
circulando en la población de delfines listados en el Mediterráneo. Sin embargo, en este trabajo se 
pone de manifiesto la necesidad de seguir trabajando sobre la epidemiología de esta enfermedad ya 
que quedan muchos aspectos sin resolver como el origen del virus o la causa de los brotes y como se 
mantiene en la población. 
Artículos científicos: 
 Rubio-Guerri, C.;  Jimenez, M.A.; Melero, M.; Díaz-Delgado, J.; Bellière, N.E.; Crespo, J.L.; 
García-Párraga, D.; Kukielka, D.; Esperón, F.; Sánchez-Vizcaíno, J.M. (2015) Detection of 
different dolphin morbillivirus sequences in striped dolphins on the Spanish 
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Dolphin morbillivirus (DMV) causes epizootic outbreaks with massive strandings of dolphins that present 
systemic viral infection. Between outbreaks no cases with systemic infection have been reported in the 
Mediterranean region, although animals with brain-localized infection have been found. We report three 
infected striped dolphins (Stenella coreuleoalba) stranded on the Spanish Mediterranean coast of 
Valencia after the termination of the last DMV infection outbreak early in 2011. Animals 1 and 2 were 
stranded late in 2011 and in 2013, respectively. They exhibited acute systemic morbillivirus infection 
(MI), confirmed by DMV detection in peripheral organs, whereas Animal 3 was stranded in 2014 and 
presented chronic systemic infection and typical MI lesions, but the antigen was restricted to the central 
nervous system. The nucleotide and amino acid sequences of viral phosphoprotein (P), nucleoprotein (N) 
and hemagglutinin (H) fragments, all characteristic of DMV, differed vastly between Animal 1 and 
Animals 2 and 3, whereas those for Animals 2 and 3 were identical. The P sequence of Animal 1exhibited 
100% identity with that of the virus that caused the 2011 DMV epizootics, whereas that of Animals 2 and 
3 better resembled the P sequence of the strain that caused the 1990 epizootic than those of the 2007 and 
2011 outbreaks. In summary, the findings of Animals 1, 2 and 3 suggest an endemic infection cycle given 
the systemic presentation within the striped dolphin population in the Mediterranean, whereas all three 
animals prove the coexistence of different viral strains that cause the pathology. 
 
Keywords: Dolphin morbillivirus, interepizootic, striped dolphin, Stenella coreuleoalba 
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Cetacean morbillivirus (CeMV) is an 
enveloped negative-strand RNA virus 
classified in the genus Morbillivirus and in 
the family Paramyxoviridae (Kennedy 
1998). Three main CeMV groups have been 
described: dolphin morbillivirus (DMV) 
(Domingo et al. 1990) and porpoise 
morbillivirus (PMV) (Kennedy 1998),which 
caused massive mortalities in dolphins and 
porpoises, respectively, while pilot whale 
morbillivirus (PWMV) (Taubenberger et al. 
2000, Bellière et al. 2011a) was reported in 
only two pilot whales. CeMV can cause 
serious respiratory and central nervous 
system (CNS) disease in susceptible 
cetacean species, ultimately leading to 
strandings.  
The first recognized morbilliviral 
epizootic in marine mammals occurred in 
1987-88 on the Atlantic coast of the USA, 
when an estimated 50% of the bottlenose 
dolphin population (Tursiops truncatus) died 
(Lipscomb et al. 1994). In 1990, an 
epizootic in the Mediterranean Sea claimed 
around 1,000 Mediterranean striped 
dolphins (Stenella coeruleoalba) (Aguilar 
and Raga 1993). A third CeMV epizootic in 
the Gulf of Mexico led to the death of 
around 100 Atlantic bottlenose dolphins 
(Krafft et al. 1995, Lipscomb et al. 1996). 
Two more epizootics have occurred in the 
Mediterranean in 2007 and 2011, when 
more than 200 and 50 striped dolphins died, 
respectively (Raga et al. 2008, Keck et al. 
2010, Rubio-Guerri et al. 2013). CNS-
restricted morbilliviral infection has also 
been reported on the Italian Mediterranean 
coast in 2012 in several animals (Mazzariol 
et al. 2012, Di Guardo et al. 2013, Mazzariol 
et al. 2013). 
Previous comparisons of both the P 
sequences of the 1990 DMV Spanish strain 
and the DMVs responsible for the 2007 and 
2011 outbreaks indicate that the DMV strain 
that caused the 2011 outbreak was closely 
related to the strain that caused the 2007 
outbreak, and that the latter evolved from 
the 1990 DMV strain. These findings 
suggest a Mediterranean lineage and the 
origin of the 2007 and 2011 strains (Bellière 
et al. 2011b). 
We now report DMV acute systemic 
infection in two striped dolphins stranded in 
the Mediterranean Sea in 2011 and 2013, 
and chronic systemic DMV infection in 
another dolphin stranded in 2014. The 
analyses of viral sequences revealed two 
different viral strains, the one in the dolphin 
stranded in 2011 corresponded to the 2011 
outbreak, whereas the other two 
corresponded to a reservoir which was 
closer to the 1990 outbreak. This raises the 
possibility of a future epizootic with another 




Animal 1 was stranded at the end of 
July 2011, 3 months after the end of the 
2011 DMV epizootic. It was a moribund 
adult female striped dolphin stranded on the 
Spanish Mediterranean coast at Alicante 
(coordinates, 38°11'32.26"N, 
0°33'18.75"W). The animal died 30 minutes 
after rescue services arrived. Animal 2, 
stranded in October 2012, was a young male 
striped dolphin found at Alcossebre 
(40°14'44.75"N, 0°16'34.14"E). The third 
dolphin, an adult male striped dolphin, was 
stranded alive in the middle of July 2014 at 
Nules (39°50'41.69"N, 0° 5'56.50"O). The 
animal presented soft neurological 
symptoms (tremors) at the time of stranding. 
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All the above locations are on the Spanish 
Mediterranean coast. 
Necropsy and tissue sampling 
Necropsies were performed 
following the European Cetacean Society 
protocols (Kuiken and García-Hartmann 
1991) within or less than 24 h from 
stranding in all three animal cases. Fresh 
tissue samples (brain, lung, kidney, liver, 
lymph node, tonsils, thymus, urinary 
bladder, spleen and skin) were refrigerated 
for microbiology. Tissue samples were 
frozen for molecular diagnosis purposes. 
 
Histopathology and immunohistochemistry 
Fresh tissue samples were fixed in 
10% neutral buffered formalin, processed 
for histopathology, and stained with 
hematoxylin and eosin following standard 
procedures. Immunohistochemistry (IHC) 
was performed on selected samples (lung 
and brain) using an IgG2B-isotype 
monoclonal antibody against the Canine 
Distemper Virus (CDV) nucleoprotein 
(CDV-NP; VMRD®, Inc., U.S.A.). 
 
Virus isolation and electron microscopy 
The virus was grown in Vero cells 
using the alpha modification of Eagle’s 
minimum essential medium supplemented 
with Earle’s salts, L-glutamine and 10% 
fetal bovine serum (FBS). Samples from 
sick and healthy animals were run in 
parallel. Cells were seeded in a 6-well plate, 
and were infected with 200 µl of centrifuged 
and 0.22 µm of sterile-filtered lung 
homogenates. When virus-specific 
cytopathic effects (CPE) were observed 
(after 4 passages), cells were scraped gently 
from Petri dishes and decanted into a conical 
centrifuge tube for centrifugal harvesting 
(10 min at 1000 g). A cell pellet was used 
for transmission electron microscopy (EM) 
and the CeMV molecular diagnosis (as 
above). 
 For EM visualization, cells 
were first fixed in 2% glutaraldehyde, 
followed by 2% osmium tetroxide, and with 
both cases in Sorensen's phosphate buffer, 
pH 7.3. They were then dehydrated using 
graded solutions of ethanol to be processed 
in propylene oxide and embedded in Epon. 
A JeolJEM 1010 transmission electron 
microscope was used at the EM service of 




Molecular  diagnosis  and  phylogenetic 
analysis 
For the DMV molecular diagnoses, 
frozen tissues were homogenized at room 
temperature in a Bullet BlenderTM (Next 
Advance, Inc., Averill Park, NY, USA). 
RNA was eluted in 60 µL of RNase-/DNase-
free water with the NucleoSpin RNA II kit 
(Macherey-Nagel) according to the 
manufacturer’s instructions. The published 
Universal Probe Library (UPL) RT-PCR 
assay, which targets the fusion protein, was 
run to identify dolphin morbillivirus 
(DMV)-positive tissue (Rubio-Guerri et al. 
2012). This real-time PCR (RT-PCR) assay 
was first performed on the tissue samples 
normally used to detect CeMV (brain, skin, 
kidney, lung, tonsils, prescapular and 
pulmonary lymph nodes), and subsequently 
on other collected tissues (liver, mesenteric 
lymph node, pancreas, heart, adrenal gland, 
cerebellum and thymus). Afterward, part of 
the phosphoprotein gene (P) (Barrett et al. 
1993, Yang et al. 2006), a region of the 
nucleoprotein gene (N) (van de Bildt et al. 
2005) and hemagglutinin protein (H)  
(Bellière et al. 2011a) were amplified by 
conventional RT-PCRs assays according to 
published protocols from the positive lung 
samples (Animals 1 and 2) and the brain 
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sample (Animal 3) to characterize the 
CeMV strain. The RNA extracted from the 
brain of a DMV-positive striped dolphin 
stranded in 2007 on the Spanish 
Mediterranean coast was used as a positive 
control. Nuclease-free water served as a 
negative control in these RT-PCRs.    
 The DNAs of the PCR-amplified 
amplified P (Barrett et al. 1993, Yang et al. 
2006),  N (van de Bildt et al. 2005) and H 
gene sequences  (Bellière et al. 2011a) were 
purified with the QIAquick PCR purification 
kit (QIAGEN, Hilden, Germany) and 
sequenced in an ABI Prism 3730 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) 
sequencer. The obtained sequences were 
compared to all the sequences for CeMV 
morbillivirus and for the other reported 
morbillivirus species deposited in the 
GenBank using BLASTN 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). A 
phylogenetic analysis was carried out with 
the MEGA 4.0 software (Tamura et al. 
2011).  P-distance matrices were calculated 
and tree topology was inferred by the 
neighbor-joining method based on p-
distances. Topology reliability was tested by 
bootstrapping 2000 replicates generated with 
a random seed. The P sequences obtained 
from Animal 1 and Animals 2-3 were 
aligned by ClustalX to check the differences 




The main gross findings detected 
while performing the necropsy of Animal 1 
were multifocal pulmonary atelectasis in 
lungs, and tonsil enlargement and severe 
hypertrophy of pulmonary and prescapular 
lymph nodes. In Animal 2 the gross 
necropsy findings were confined mainly to 
the lungs, meninges and lymphoid tissue. 
The pulmonary parenchyma was diffusely 
mottled pale gray to dark red with surface 
rib impressions, which are suggestive of 
interstitial pneumonia. Meninges were 
diffusely congested and prescapular lymph 
nodes were enlarged. In Animal 3, focal 
collapse in left lung and a small crackled 
area were observed. Pulmonary lymph nodes 
were enlarged and one contained a necrotic 
area.    
 
Microscopic results 
The main microscopic lesions 
observed in Animal 1 were found in the 
lungs, which showed interstitial pneumonia 
with multinucleated giant cells and syncytial 
cells. Lymphoid depletion was observed in 
the spleen and pulmonary lymph nodes, with 
a considerably decreased lymphoid 
population not only along the periarteriolar 
sheaths, but also in the cortical, paracortical 
and medullar cords in the examined lymph 
nodes (i.e., pulmonary, prescapular, 
mesenteric). 
Animal 2 presented the most severe 
microscopic lesions in lungs and brain. 
Lungs showed severe multifocal interstitial 
bronchopneumonia with intralesional 
inclusion bodies. In multifocal terms, the 
alveolar spaces contained numerous 
lymphocytes, plasma cells, macrophages, 
and many large polygonal cells with up to 
seven nuclei (syncytia), and fibrin and 
protein fluid in over 40% of the pulmonary 
parenchyma. Within syncytia, macrophages 
and some type II pneumocytes contained 
intracytoplasmic and intranuclear 
acidophilic 4-7 micron ovoid inclusions. The 
adjacent alveolar septae were moderately 
thickened with inflammatory cells and 
plump fibroblasts. In multifocal terms, many 
septae were segmentally lined by enlarged 
type II pneumocytes and rare syncytial cells. 
The lesions in the cerebrum were 
predominantly located in the cerebral cortex 
and were characterized by multifocal 
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neuronal necrosis, lymphoplasmacytic 
perivascular cuffing, random aggregates of 
lymphocytes, plasma cells, gitter cells and 
reactive astrocytes. No inclusion bodies 
were apparent in the nervous tissue. In 
addition to lung and brain lesions, lymphoid 
depletion was evident in the spleen and 
pulmonary lymph nodes. Lymph node 
cortices were markedly thin and devoid of 
lymphocytes. Medullary sinuses contained 
numerous foamy macrophages and syncytial 
cells with up to five nuclei.  
Finally, Animal 3 had 
lymphoplasmocitic and histiocytic 
interstitial bronchopneumonia with fibrosis, 
moderate multifocal edema and a focal 
granuloma. In the lymph nodes, marked 
diffused lymphoid depletion was observed 
with edema and moderate diffuse 
histiocytosis. The most important finding 
was in the brain, where a multifocal 
lymphoplasmocitic and histiocytic 
meningoencephalitis was observed with 
perivascular cuffing.  
Given the presence of lesions 
suggestive of morbillivirus, IHC for 
morbilliviral antigens was performed on 
brain, lung, kidney, urinary bladder, 
stomach and intestine in Animal 1, on lung 
and cerebrum in Animals 2 and 3. 
In Animal 1, positivity was detected 
in the syncytial cells and giant cells of the 
affected lung areas, and also in brain glial 
cells and astrocytes. These tissues showed 
moderate positive intracytoplamic and 
intranuclear immunoreactions (Fig.1A). 
Positive immunostaining was seen in 
alveolar pneumocytes, intra-alveolar and 
interstitial macrophages, and syncytial cells 
(Fig. 1B and 1C). Mild immunopositivity 
was found in urinary bladder and kidney.  
In Animal 2, immunopositivity was 
observed in the cytoplasm of syncytial cells, 
type II pneumocytes and macrophages 
within pulmonary tissue (Fig. 1D, E), and 
also within neurons (Fig. 1F) and gitter cells 
in the cerebrum. 
In Animal 3, immunopositivity was 
detected in the brain, but not in pulmonary 
lesions. Neuronal bodies and dendrites were 
strongly reactive against the morbillivirus 












Figure 1:  Immunohistochemistry of the striped 
dolphins: Animal 1 a. Lung (CMV IHC) (x20),  b. 
Prescapular lymph node (CMV IHC)(x40), c. 
Cerebrum (CMV IHC) (x40) ; Animal 2 d. Lung 
(CDV IHC), e. Cerebrum (CMV IHC); Animal 3, f. 
Cerebrum (CMV IHC), immunopositive neurons. 
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The electron micrographs show the 
patterns by which CeMV particles emerged 
from infected cells. For comparison 
purposes, (Fig. 2A) shows a portion of an 
uninfected Vero cell with small microvilli 
and a few irregular bulbous protuberances. 
The particles that emerged from the smooth 
surface are shown at a high magnification in 
(Fig.2B) with a corresponding thin section 
from the transmission electron microscopy. 




In Animals 1 and 2, all the samples 
were strongly positive for the viral 
sequences by the UPL RT-PCR and 
conventional PCR (Barrett et al. 1993).  
However in Animal 3, only the samples 
from the nervous system were strongly 
positive by the UPL RT-PCR and 
conventional methods. Subsequent Sanger 
sequencing of the amplicon confirmed the 
viral sequences.  
The sequence of the P gene product 
of Animal 1(Fig. 3) was identical to the 
corresponding sequence of the virus of the 
2011 Spanish outbreak, but exhibited some 
differences with the sequence of the 1990 
Spanish outbreak (respective p-distances of 
both 0.000 and 0.025). The reverse was the 
case for the P-sequences of Animals 2 and 3 
(GenBank KC572861.1), which were 
identical to each other them since they were 
closer to the viral sequence of the 1990 
outbreak than to that of the 2007 and 2011 
outbreaks (Fig. 3); and p-distances for the P-
sequence of 0.01 for the 2007 DMV Spanish 
strain (GenBank EU039963); a p-distance of 
0.01 for the 1990 DMV Spanish strain 
(GenBank AJ608288);  a p-distance of 0.02 
for the 2011 DMV Spanish strain (GenBank 
JN210891). The p-distance between the 
Animal 1 and the Animal 2-3 sequences was 
0.02.  We were able to compare only this 
protein with the 2011 DMV outbreak.  The 
phylogenetic trees prepared to compare the 
sequences obtained in the P, N and H genes 
seemed to indicate that the Animal 2 and 3 
sequences fell between the 1990 and 2007 
DMV strains (Fig. 3). However, the strain 
identified in Animal 1 fell within the DMV 
group of sequences, and the sequence was 
97% and 100% similar, respectively, to the 
DMV responsible for the 2007 and 2011 
outbreaks (Fig. 3). Hence the Animal 2 and 
3 strains, named herein strain 2012 DMV,  
Figure 2: Transmission electron microscopy. Morbillivirus particles (arrows) in a Vero cells 
suspension a. (x80); b. (x150) 
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found in this study seemed to relate more to 
the 1990 strain than to the 2007 and 2011 
DMV strains (Fig. 3). The alignment of the 
P sequences from Animal 1 and Animals 2-3 
showed six different nucleotides among 
them (Figure 4). 
 
Discussion 
The results of this study indicate that 
these three striped dolphins (Stenella 
coeruleoalba), which were stranded in 2011, 
2012 and 2014, died of a severe infectious 
disease, which caued serious 
bronchointerstitial pneumonia, multifocal 
encephalitis and lymphoid depletion. The 
morphology and severity of lesions were 
consistent with acute systemic morbillivirus 
infection and disease in Animals 1 and 2, 
and the antigen was demonstrated by 
molecular techniques and 
immunohistochemistry. However in Animal 
3, the chronicity of pneumonia and 
encephalitis, together with the presence of 
the antigen only in cerebral tissue, are 
suggestive of chronic systemic morbillivirus 
infection (Van Bressem et al. 2014). 
Therefore, these animals appear to be the 
first three cases of acute and chronic 
systemic DMV infections between 
epizootics in the Mediterranean Sea.  The 
phylogenetic analyses showed the cause to 
be a different DMV strain. The DMV strain 
found in Animals 2 and 3 also seemed to be 
a DMV strain that differed from the 
previous DMV strains detected in the former 
Mediterranean outbreaks of 1990, 2007 and 
2011. Finally, the first electron microscopy 
images of DMV are presented in this report. 
The systemic form of DMV has been 
observed in around 1000 striped dolphins in 
1990 in the Spanish Mediterranean Sea 
(Aguilar and Raga 1993). Between 1991-
1994, only the localized form of DMV has 
been found in striped dolphins, exclusively 
in the CNS (Domingo et al. 1995). Systemic 
Figure 3: Phylogenetic analysis. Neighbor-joining 
phylogram of morbillivirus phosphoprotein (P), 
nucleoprotein (N) and hemagglutinin (H) gene 
sequences. The name of each sequence is composed 
of the virus name (CeMV, cetacean morbillivirus; 
DMV, dolphin morbillivirus; PMV, porpoise 
morbillivirus; PWMV, pilot whale morbillivirus; 
PPRV, peste-des-petits-ruminants virus; RPV; 
rinderpest virus; CDV, canine distemper virus; 
PDV, phocine distemper virus; MeV, measles 
virus), the GenBank accession number, the infected
cetacean species (Gma, Globicephala 
macrorhynchus; Gme, Globicephala melas; Kb,
Kogia breviceps;  La, Lagenorhynchus australis ; 
Pp, Phocoena phocoena; Sc, Stenella coeruleoalba;
St, Sotalia guianensis; Tt, Tursiops truncatus), and 
the  year and geographic area of stranding (At, 
Atlantic Ocean; Me, Mediterranean Sea; No, North 
Sea; Pa, Pacific). Animals 1, 2 and 3 are the 
sequences obtained from the lungs (Animals 1 and 
2) and brain (Animal 3) samples from the dolphins 
in the present case report. 
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DMV has been reported again in striped 
dolphins during another epizootic in the 
western Mediterranean Sea from July to 
December 2007, after which it gradually 
disappeared from the Spanish Mediterranean 
coast (Soto et al. 2011b). Subsequently, 
localized forms of DMV infection restricted 
to the CNS have been reported on the 
Mediterranean coasts of Spain (Soto et al. 
2011a) and Italy (Mazzariol et al. 2012). 
These studies have provided evidence that 
DMV does not circulate in striped dolphins 
between the 2007 and 2011 epizootics in the 
Mediterranean Sea (Soto et al. 2011a), but 
suggest that DMV has not been established 
in an endemic infection cycle among 
western Mediterranean striped dolphins 
(Soto et al. 2011b). However, the present 
report describes an acute systemic form of 
DMV in two striped dolphins after the 2011 
epizootic (Rubio-Guerri et al. 2013) and a 
chronic systemic form in one striped dolphin 
in 2014. This chronic systemic infection 
could occur when the animal has recently 
overcome the disease, and when lesions are 
still present, but the antigen is restricted to 
the CNS. Therefore, we believe that these 
cases genuinely represent viral circulation in 
the Mediterranean Sea outside an outbreak. 
These cases of isolated dolphins with 
DMV systemic infection outside an 
epidemic outbreak reported herein 
recommend surveilling stranded dolphins for 
such systemic presentations rather than 
localized presentations, which were believed 
to occur outside epidemic outbreaks. This 
should include not only an assay of the virus 
in an extended repertoire of tissues by 
sensitive and specific detection techniques, 
but also viral sequencing to identify new 
viral variants that can herald incoming 
outbreaks and to relate the identified virus 
with previous isolates.  
These cases offer the possibility of 
an as yet unrecognized endemic infection 
cycle in the Mediterranean striped dolphin 
population. The fact that stranding took 
place on the coast of the Valencian 
Community, the same coast where the 
previous three DMV epizootics started, 
clearly suggests that this region is perhaps a 
local reservoir of DMV. The sequencing of 
Animal 1 revealed that infecting DMV was 
the same in the present case as in the three 
previous epidemic outbreaks. This strongly 
suggests that the virus remains in the 
Mediterranean Sea between outbreaks rather 
than starting anew in the Mediterranean in 
each outbreak. 
Figure 4: Multiple alignment between Animal 1 and the 2-3 P sequences. The similar regions are 
hatched in gray. The different nucleotides are hatched in black. 
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The comparison made by molecular 
studies based on larger fragments of the 
DMV genome of the sequences obtained 
from the striped dolphins from the three 
previous outbreaks in the Mediterranean Sea 
indicated that these outbreaks were caused 
by a similar viral strain, probably of 
Mediterranean origin (Bellière et al. 2011b, 
Rubio-Guerri et al. 2013). Previous studies, 
based on the P gene (Rubio-Guerri et al. 
2013), have evidenced that the 2011 DMV 
Spanish strain came from the 2007 DMV 
Spanish strain and that, at the same time, it 
may be of Mediterranean origin from the 
1990 DMV Spanish strain based on 9050 bp 
(Bellière et al. 2011b). Based on these 
previous results, the strain detected in this 
case in Animals 2 and 3 in 2012 and 2014 is 
expected to come closer to the 2011 strain 
than to the 2007 and 1990 strains, which 
occurred with Animal 1. However our 
phylogenetic results of proteins P, N and H 
prove that it seems to belong to a different 
cluster than to the 1990, 2007 or 2011 one, 
and that all these strains form the same set 
of Mediterranean DMV strains.  
In summary, it is conceivable that 
DMV might circulate in striped dolphins and 
cause systemic infections in the western 
Mediterranean during interepizootic periods. 
Based on the sequences obtained from 
Animals 2 and 3, it is also plausible that a 
different DMV strain currently circulates in 
Mediterranean striped dolphins. Further 
research is warranted to test this possibility, 
and to define how the virus circulates and 
causes epidemics in the Mediterranean Sea. 
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Los adenovirus como se ha comentado anteriormente son patógenos comunes en todos los 
vertebrados incluidos los humanos. Sin embargo en mamíferos marinos, los adenovirus se han 
asociado a hepatitis letal en leones marinos. En cambio en cetáceos solo se ha descrito en unos 
pocos casos y además no hay asociación entre la detección y patología, además de sólo existir una 
secuencia de adenovirus en un P. phocoena pero sin ninguna publicación asociada. 
En este objetivo se detectó un nuevo adenovirus en cuatro T.truncatus en cautividad con 
gastroenteritis autolimitante. Estos animales presentaban  anorexia, vómitos y diarrea. Ya que estos 
signos clínicos suelen estar asociados a una enfermedad viral, se descartaron varias enfermedades 
virales que suelen producir gastroenteritis en otras especies como son coronavirus, parvovirus, 
rotavirus y Crytosporidium. Además, se realizaron pruebas serológicas para la detección de anticuerpos 
frente a parvovirus, parainfluenza, coronavirus, influenza A, adenovirus y Leptospira interrogans. En los 
animales con síntomas se encontraron anticuerpos frente a  adenovirus canino (CAV-1 y CAV-2). Es 
por ello que se realizaron pruebas moleculares para la detección de adenovirus a partir de las heces. 
Se detectó el virus mediante: amplificación de PCR en heces; secuenciación parcial de los genes de la 
polimerasa y del hexón; replicación del virus en células HeLa (confirmándolo mediante 
inmunofluorescencia, PCR de la polimerasa y del hexón y secuenciación de los fragmentos 
amplificados). Al no encontrar adenovirus en ninguno de los 10 delfines que compartían piscina con 
los animales enfermos, siendo asintomáticos y seronegativos a CAV-1 y CAV-2,  y al no encontrar 
ningún otro agente etiológico en los animales enfermos, se concluyó que adenovirus podría ser el 
causante de esta gastroenteritis. Además, la eliminación del virus por las heces cesó en los 4 delfines 
a los pocos días de haber desaparecido los signos clínicos. Respecto a las secuencias obtenidas en 
estos animales se observó que los fragmentos amplificados de los genes de la polimerasa y del hexón 
estaban relacionados con la secuencia de  adenovirus identificada en leones marinos y a la secuencia 
de P.phocoena. 
Por todo esto, en este objetivo, hemos podido describir por primera vez adenovirus en 
cetáceos y además asociarlo con gastroenteritis autolimitante en delfines. Además,  la ausencia de 
signos de hepatitis en los animales enfermos podría reflejar un tropismo del virus restringido al 
tejido gastrointestinal e incluso una virulencia distinta si lo comparamos con el adenovirus descrito 
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en leones marinos, que da unos signos clínicos más agudos y que finaliza en una hepatitis fatal. Por 
último, el análisis filogenético de las secuencias reveló un posible origen común entre todos los 
adenovirus que afectan a mamíferos marinos. Con este hallazgo el conocimiento de la virología en 
los cetáceos es un poco más profundo y abre un frente nuevo para futuras investigaciones. 
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CAPITULO IV. DISCUSIÓN GENERAL 





En esta tesis doctoral se han descrito avances en las enfermedades emergentes y 
reemergentes de los cetáceos que como se ha comentado anteriormente son muy complejas de 
determinar y diferenciar. Sin embargo, las dos enfermedades en las que se centra esta tesis doctoral 
están muy bien definidas. Por un lado, morbillivirus de los cetáceos (CeMV), una enfermedad 
reemergente en el mar Mediterráneo, ya que desde 1990 que apareció como una enfermedad 
emergente se han ido sucediendo varios brotes en la misma localización.  Por otro lado adenovirus, 
se podría considerar una enfermedad emergente ya que es la primera vez que se asocia adenovirus a 
una patología (gastroenteritis), sin embargo es posible que fuera una causa común de gastroenteritis 
en todos los cetáceos tanto en cautividad como salvajes, sin embargo, al ser autolimitante, no se 
había caracterizado anteriormente y por ello la consideramos enfermedad emergente. A continuación 
se discuten los diferentes objetivos descritos en esta tesis doctoral. 
 
OBJETIVO 1: Avance en el conocimiento de morbillivirus de los cetáceos (CeMV)  
  
Subobjetivo 1.1.: Desarrollo y evaluación de nuevas técnicas de diagnóstico para la 
detección rápida, sensible y específica de las tres cepas de CeMV 
Hasta el momento, existen diversas técnicas para el diagnóstico de CeMV. Aunque la 
primera descripción del virus se realizó mediante técnicas inmunohistoquímicas e histopatológicas 
(Domingo et al., 1990), las técnicas moleculares se han ido  incorporando también al diagnóstico 
rutinario de CeMV (Raga et al., 2008; Sierra et al., 2014b). A pesar de que en la última década las 
técnicas moleculares han ido avanzando y desarrollándose a ritmo estrepitoso, en el caso de CeMV 
algunos autores siguen utilizando las técnicas convencionales publicadas en los años 90 (Barrett et 
al., 1993; Reidarson et al., 1998b) a pesar de que han ido apareciendo mejoras en el diagnóstico 
molecular de CeMV (Grant et al., 2010) 
El problema de estas técnicas convencionales es que han mostrado sensibilidades bajas para 
la detección de CeMV (Grant et al., 2010) en muestras de animales salvajes. Es por ello que en 2009 
se publicó una PCR  a tiempo real, que mostró sensibilidades y especificidades altas (Grant et al., 
2010). Esta técnica amplifica la región C-terminal de la nucleoproteína de DMV y PMV, pero no 
para PWMV. El rango de detección iba de 105 a 103 copias de ARN  para DMV, y de 105 a 102 para 
PMV (Grant et al., 2010).  Sin embargo desde su publicación no se ha utilizado como técnica de 




diagnóstico en ninguno de los casos publicados desde 2009 hasta la actualidad. Esto podría ser 
porque además de no detectar las tres cepas de CeMV, es una técnica cara y complicada de poner a 
punto en el laboratorio debido a las dos sondas con alteraciones que componen la PCR, y que 
encarecen muchísimo la técnica.   
Por ello el primer objetivo de esta tesis doctoral se centró en el diseño de una PCR  a tiempo 
real, que además de tener muy buena sensibilidad y especificidad, detectara las tres cepas de CeMV y 
fuera más asequible. Con esta UPL RT-PCR diseñada en este subobjetivo, se consiguieron 
sensibilidades al menos 100 veces mayores que las técnicas hasta el momento publicadas sin perder 
especificidad. Además detecta las tres cepas simultáneamente. Este sistema de sondas UPL ya se 
había utilizado anteriormente para la detección y cuantificación de otras enfermedades animales 
como es la peste porcina africana (Fernandez-Pinero et al., 2013). Estas sondas son más asequibles 
que las sondas TaqMan debido a que son comerciales y por lo tanto no son diseñadas 
específicamente para la detección de CeMV, facilitando su utilización en la mayoría de laboratorios 
de diagnóstico. Por otro lado, esta PCR amplifica el gen de la proteína de fusión, una de las proteínas 
más conservadas en las cepas de CeMV.  
Por todo esto, la UPL RT-PCR sería una herramienta perfecta para el diagnóstico de CeMV, 
debido a su rapidez (1 hora), su  alta sensibilidad y especificidad. Además, como se ha comentado 
anteriormente, esta PCR es capaz de detectar y discernir las tres cepas de CeMV. Esto permitirá 
diferenciar entre las cepas que se han descrito hasta el momento como patogénicas (DMV y PMV) y 
la no patogénica (PWMV) y así tomar las medidas correspondientes en cada caso. Por último, esta 
técnica se ha validado en muestras de animales salvajes varados durante el brote del 2011 del 
Mediterráneo, en las que la carga viral era lo suficientemente baja como para que las técnicas 
convencionales no fueran capaces de detectarla. Sin embargo la UPL RT-PCR fue capaz de detectar 
DMV en todas las muestras positivas y confirmando mediante secuenciación. En el caso de no haber 
utilizado esta técnica ultrasensible, el brote de DMV en el 2011 hubiera pasado desapercibido al 
menos molecularmente hablando. Es por todo esto que en las muestras de animales del 
Mediterráneo es totalmente imprescindible utilizar técnicas muy sensibles debido a cargas virales 
bajas que pueden conllevar a dar falsos negativos. 
Respecto al coste de la técnica, en  una rt PCR es mayor que utilizando IHQ o PCR 
convencional. Sin embargo, esta UPL RT-PCR es más rápida, más específica, más reproducible y 




mucho más asequible que otras PCR que utilizan sonda. De hecho, se ha podido demostrar que esta 
técnica es al menos 100 veces más sensible que la PCR convencional para la detección de PMV y 
1000 veces en la detección de DMV y PWMV (Barrett et al., 1993) por lo que el coste total del 
diagnóstico es menor si contamos que se utiliza menos cantidad de muestra y que además gracias a 
su precisión no son necesarias las repeticiones. Por último, este método necesita menos tiempo de 
ciclos y no hay gastos asociados en el gel de agarosa ni tampoco en la tinción 
Subobjetivo 1.2: Actuación y detección ante un brote de CeMV y profundizar en los 
posibles orígenes del brote 
El mar Mediterráneo, principalmente el español, ha sido considerado de alto riesgo para 
DMV debido a los 2 brotes que  han afectado a la población de delfines listados desde 1990.  El 
estudio de CeMV en esta zona es muy interesante, por un lado para la detección de nuevos brotes, y 
por otro lado para ampliar el conocimiento de esta enfermedad (origen y epidemiología).  Por todo 
esto, la detección de un tercer brote de DMV en el 2011 en la misma localización donde se habían 
dado los otros dos brotes ha podido dar información que vislumbra ciertas hipótesis sobre DMV en 
el Mediterráneo.  
Por un lado, alrededor de 45 animales fueron los que vararon en estos 2-3 meses que duró el 
brote. Si se compara este número de animales con los 1000 varados en 1990 y los 100 en 2007 se 
podría concluir que en cada uno de los brotes que se han ido sucediendo el número de animales ha 
ido disminuyendo. Al comparar otros datos como la edad de los animales varados en cada uno de 
los brotes, también se puede observar que ha habido un cambio progresivo ya que en el brote del 
2011 la mayoría de los animales fueron juveniles, e incluso crías, sin embargo en 1990 los animales 
varados fueron de todas las edades, incluyendo adultos, y en 2007 fueron subadultos. Esto junto que 
las lesiones de los animales varados en el 2011 fueron muy leves comparadas con las de 1990, que 
fueron muy severas, y las del 2007 que fueron algo menos severas, podría sugerir que los animales 
podrían estar creando inmunidad frente a DMV. Por último, la carga viral encontrada en los 
animales del 2011 fue mucho más baja que los brotes anteriores, siendo necesaria la utilización de 
una técnica ultrasensible (UPL RT-PCR) para el diagnóstico de DMV en la mayoría de los animales.  
Por otro lado el análisis filogenético de la secuencia obtenida en los delfines varados en el 
2011 pone de manifiesto que la cepa responsable del brote del 2011 en el Mar Mediterráneo fue 
DMV. Además, al comparar esta secuencia con las secuencias obtenidas en los dos brotes previos se 




pudo observar que era casi idéntica a la secuencia del brote de 2007. Esto sugiere que la secuencia 
obtenida en el 2011 podría haber evolucionado a partir de la secuencia del 2007, y por lo tanto, tal y 
como se había descrito en el brote del 2007 (Bellière et al., 2011b), que el origen del brote podría 
proceder del mismo Mediterráneo. En el brote de 2007 se sugirió otra hipótesis en la que sugería que 
el origen del brote podrían haber sido los calderones del Atlántico, actuando de portadores, 
transmitiendo DMV a los delfines listados (Raga et al., 2008). Sin embargo, poco tiempo después se 
rebatió esta hipótesis a través del análisis de las secuencias de los dos brotes demostrando que la 
secuencia obtenida en 2007 era la misma secuencia que produjo el brote de 1990 con algunos 
cambios, y por lo tanto el origen debía estar en el Mediterráneo (Bellière et al., 2011b). 
Sin embargo, existe una vertiente que mantiene la hipótesis de que DMV no sobrevivía en la 
población de S. coreuleoalba entre epizootias, debido a que algunos estudios serológicos con un 
tamaño de muestra muy pequeño, demostraba que los anticuerpos durante la epizootia estaban 
presentes en el 100% de los animales, y años después se reducía al 50% de los animales estudiados 
(Van Bressem et al., 2014; Van Bressem et al., 2001b). Además esta hipótesis mantiene que la 
abundancia de S .coreuleoalba en el Mediterráneo occidental es demasiado baja como para mantener 
una infección endémica por lo que es poco probable que DMV sobreviva en la población de 
S.coreuleoalba tras un brote (Raga et al., 2008).  Los resultados encontrados en el subobjetivo 1.2. 
sugieren lo contrario, ya que los datos obtenidos en este brote (número de animales, edad de los 
mismos, lesiones encontradas y carga viral) sugieren que los animales podrían haber creado 
inmunidad frente a DMV. Además el análisis filogenético de la secuencia obtenida en los animales 
del brote del 2011 sugiere que el origen de cada uno de los brotes sea el propio Mediterráneo debido 
a  la similitud de las secuencias, y que DMV sea endémico en el Mediterráneo.  
Por último, para poder confirmar esta hipótesis quedaría aclarar qué ocurre con DMV 
durante los periodos interepizoóticos. Hasta el momento sólo se han encontrado casos de infección 








Subobjetivo 1.3. Seguimiento epidemiológico de CeMV en los cetáceos varados en las 
costas mediterráneas en periodos interepizoóticos 
Los resultados de este subobjetivo permiten confirmar la hipótesis anterior. Como se ha 
comentado previamente, hasta el momento, en el mar Mediterráneo, sólo se habían podido 
encontrar casos de DMV crónicos en los que DMV estaba restringido al cerebro (Soto et al., 2011). 
Estos casos reforzaban la hipótesis de que DMV no seguía circulando en la población de 
S.coreuleoalba entre los brotes (Van Bressem et al., 2014).  
Sin embargo, en este subobjetivo se demuestran dos casos de infección sistémica aguda y 
otro caso de infección sistémica crónica en S.coreuleoalba en periodos interepizoóticos.  Aun así en 
este subobjetivo, de los tres casos sólo uno demuestra que pueden existir casos de infección 
sistémica en periodos de no brote. Además este animal apareció con una carga viral muy alta y 
lesiones muy severas comparadas con los animales del brote del 2011. Esto podría ser porque como 
DMV sigue en el Mediterráneo, podría haberse puesto en contacto con este animal que por muchas 
razones podría estar inmunodeprimido y esto haber dado lugar a la infección sistémica de DMV. 
Además la secuencia obtenida de este animal era idéntica a la del brote del 2011. Es por ello la 
importancia de esta detección positiva en el Mediterráneo. 
La detección de casos de infección sistémica en el Mediterráneo permite confirmar que 
CeMV se mantiene en el Mediterráneo entre los brotes. Hasta el momento, se pensaba que el origen 
de cada uno de los brotes provenía del Atlántico y sobretodo que los G. melas  podían actuar como 
portadores. Sin embargo, la presencia de un animal positivo en un periodo interepizoótico con 
infección sistémica aguda y en el que la secuencia que se encontró fue casi idéntica a la del 2011 
sugiere la hipótesis de que DMV podría circular por las aguas mediterráneas. 
Por otro lado,  los otros dos casos encontrados en este periodo interepizoótico se han dado 
con una diferencia de más de uno y 3 años desde la finalización del brote. La importancia de estos 
casos es no solo que tengamos dos animales positivos a DMV en un periodo de no brote, sino que la 
secuencia de estos animales era idéntica entre sí y a su vez diferente a las anteriormente descritas en 
el Mediterráneo. Lo lógico sería, viendo la historia de DMV en el mar Mediterráneo, que 
encontrásemos una secuencia similar a la del 2011. Sin embargo la secuencia encontrada es más 
cercana filogéneticamente a la secuencia de 1990 que a la de 2007 y 2011. Es por ello, que en estos 
dos animales la carga viral encontrada fue muy alta y las lesiones muy severas. Esto podría significar 




que al ponerse en contacto con una secuencia diferente y no tener inmunidad frente a ésta se 
produzca una infección tan severa como la que se ha visto en este animal. En definitiva, los 
resultados obtenidos hacen pensar que una nueva secuencia de DMV podría estar circulando por el 
Mediterráneo pudiendo aparecer en un futuro un nuevo brote de DMV. 
Por último y como discusión de todo el objetivo 1, se puede concluir que CeMV es el virus 
mejor estudiado en los cetáceos, sin embargo siguen habiendo muchas cuestiones que resolver sobre 
el origen de cada uno de los brotes, su comportamiento en los cetáceos, en cómo se mantiene en el 
agua y sobretodo de por qué el Mediterráneo es una zona de alto riesgo para este virus, y por qué 
todos los brotes comienzan en las aguas valencianas.  
.  
OBJETIVO 2: Identificación de nuevos virus en cetáceos. Adenovirus: clínica, diagnóstico, 
filogenia y aislamiento viral. 
 
En humanos se conocen cientos de virus, entre los que se encuentra adenovirus. En 
animales también se conocen decenas de virus que afectan a las distintas especies como pueden ser a 
caballos y a perros. Sin embargo en cetáceos sólo unos pocos han sido caracterizados y esto hace 
pensar que lo más probable es que existan más y que sería un gran avance para la sanidad marina 
poder conocerlos. 
Es por ello que en este objetivo que se ha podido caracterizar por primera vez adenovirus en 
cetáceos y a su vez asociarlo a una gastroenteritis autolimitante es un paso importante para la sanidad 
marina. Aunque es la primera vez que se describe este virus, lo más probable es que los cetáceos 
lleven muchos años teniendo gastroenteritis debidas a adenovirus, pero al ser autolimitantes nadie 
haya profundizado en la causa de la patología. De ahí la importancia de haber podido encontrar este 
virus asociado a esta patología. Además, sólo utilizando técnicas convencionales se ha podido 
encontrar la causa de esta gastroenteritis.  
En leones marinos, adenovirus tiene tropismo digestivo y hepático produciéndoles una 
hepatitis aguda letal  (Goldstein et al., 2006; Inoshima et al., 2013). Sin embargo en cetáceos parece 
que sólo tiene tropismo por el sistema digestivo. Esta hipótesis debe confirmarse con el estudio de 
futuros brotes ya que la sintomatología digestiva es similar a la que produce en leones marinos en la 




fase inicial, pero en cetáceos mejoran por sí solos, en cambio, en leones marinos empeoran hasta que 
mueren. Es por ello, que hasta el momento no se ha podido realizar la necropsia de ningún animal 
que haya sufrido adenovirus, y por lo tanto no se ha analizado su hígado, tal y como se ha hecho en 
leones marinos. Sin embargo el estudio de la enzimas hepáticas durante el periodo sintomático hacía 
ver que no había alteraciones significativas tal y como ocurrió en los casos de los leones marinos. 
En este objetivo se ha podido profundizar un poco más en el conocimiento de esta 
enfermedad viral en cetáceos en el que se ha realizado la cuantificación relativa del virus a lo largo de 
la enfermedad. Se pudo observar como los títulos virales en la muestras de heces de los animales 
enfermos fueron decayendo según iba avanzando la enfermedad y se van recuperando. Además se 
pudo demostrar que los animales siguieron eliminando el virus durante unos 5 días después de que la 
sintomatología cesara. Esto es importante conocerlo a efectos prácticos ya que así los animales están 
separados durante el periodo que están eliminando el virus para evitar posibles contagios a otros 
animales. 
Respecto el análisis filogenético del mismo, tanto la secuencia parcial del gen de la 
polimerasa como la del hexón sugieren que una nueva especie de adenovirus. Es un adenovirus de 
un cetáceo, ya que es muy similar a la única secuencia de marsopa que hay en GeneBank pero es 
suficientemente distinto como para decir que podría ser una nueva especie de adenovirus. De hecho, 
en los árboles filogenéticos de ambas proteínas se puede observar como tursiops adenovirus 1 
parece ser una nueva especie, y a su vez parece que todas las secuencias de mamíferos marinos 
forman un clado distinto en el árbol. Esto es un importante descubrimiento pero necesita ser 
confirmado con el genoma completo de este adenovirus. 
Por otro lado, la infección de células HeLa con este nuevo adenovirus es un gran avance 
debido a la problemática básica que hay con el aislamiento viral de virus procedentes de cetáceos. Al 
no existir ninguna línea celular de delfín, aquellos virus que son especie específicos, como es 
adenovirus, es muy complicado poder aislar el virus. Sin embargo, gracias a que otros adenovirus 
animales habían sido probados para infectar células HeLa (Klonjkowski et al., 1997) se pudo  probar 
con tursiops adeovirus 1 y comprobar que el virus infectaba a las células. Su confirmación se realizó 
mediante microscopía electrónica e inmunofluorescencia haciendo al trabajo muy completo. 
Por último, se descartó cualquier otra posible causa que pudiera dar lugar a una 
gastroenteritis, confirmando la asociación del virus con esta patología. Además, el cese de la 




eliminación del virus tras la desaparición de los signos clínicos y la ausencia de virus en los animales 
sanos, que compartían piscina con estos animales, hace pensar en esta asociación. 
Este trabajo es un avance en sanidad marina por la incorporación de adenovirus en los 
diagnósticos diferenciales de gastroenteritis en cetáceos. Además se debería obtener el genoma 
completo de tursiops adenovirus 1 para poder confirmar las hipótesis obtenidas con la filogenia de 
los genomas parciales de dos de las proteínas de adenovirus. Aunque con los genomas parciales del 
gen del hexón y de la polimerasa se podría confirmar que es una especie nueva, para poder 
confirmar que todas las secuencias de mamíferos marinos forman un género nuevo de adenovirus sí 
que se necesitaría obtener el genoma completo.  
Durante esta tesis se intentó obtener el genoma completo mediante el aislamiento del virus 
en cultivo celular y posterior purificación y amplificación masiva. Sin embargo, no fue posible 
debido a que el virus se consiguió aislar en el cultivo celular pero la replicación, al no ser células 
procedentes de delfín, no fue efectiva. El título viral se consiguió que aumentara en los dos primeros 
pases pero no se consiguió el suficiente título como para poder purificarlo. Es por ello, que la 
siguiente opción que se ha barajado es realizar metagenómica. Con esta técnica se podría obtener 
hasta el 80% del genoma de una vez y se podría completar a través de la técnica de “primer 
walking”. Este es un experimento que debería realizarse en el futuro. 
Por otro lado, el origen del brote sería importante detectarlo ya que en este caso no se ha 
podido discernir. Sin embargo, lo más probable sea que provenga del agua del mar. En este parque 
acuático, las piscinas de delfinario tienen agua que viene directamente de un pozo del mar, tras una 
serie de filtrados y tratamientos. Podría ser muy interesante determinar cómo inactivar este virus en 
el agua, ya que existen estudios en el cloro podría inactivar adenovirus. Este experimento sería muy 
importante para poder aconsejar a este tipo de parques el tener un nivel mínimo de cloro para que 
inactive el virus pero que no dañe a los animales. 
En este objetivo también habría que destacar la necesidad de estar atentos a posibles lesiones 
o sintomatología clínica viral para detectar otros virus desconocidos en cetáceos. 
 




En definitiva esta tesis doctoral ha permitido mejorar aspectos de la sanidad marina no solo 
en el mediterráneo sino también en la puesta a punto de nuevas técnicas y con la descripción de 
nuevos virus, etc... 
 Respecto a  CeMV, está claro que es un problema importante en el mar 
Mediterráneo, y más aun en el occidental español donde se han descrito los tres brotes de DMV que 
han afectado a la población de S.coreuleoalba. Esta tesis doctoral ha estado centrada en esta 
problemática y por un lado ha podido mejorar el diagnóstico, además de vislumbrar algunas 
incógnitas que existían acerca de este virus en esta zona. Por otro lado, es importante haber 
mejorado la sensibilidad de las técnicas de diagnóstico molecular y diseñado una nueva PCR gracias 
a la cual se pudo diagnosticar el tercer brote de DMV en el Mediterráneo, y mejorar la epidemiología 
del mismo y poder confirmar la hipótesis de que probablemente DMV sea endémico en el 
Mediterráneo. Y por último, el seguimiento epidemiológico de la enfermedad en esta zona ha 
podido, por un lado, poder encontrar el primer caso de infección sistémica en el Mediterráneo en un 
periodo interepizoótico, y por otro lado, haber podido encontrar una nueva secuencia de DMV que 
circula por el Mediterráneo y que podría ser responsable de un cuarto brote ya que parece ser que  la 
población de S.coreuleoalba no tiene inmunidad frente a la misma viendo la severidad de la infección. 
El seguimiento de este virus en esta zona de riesgo utilizando las nuevas técnicas diagnósticas 
permitiría un diagnóstico rápido de la enfermedad. Con esta tesis también se pretende concienciar a 
los científicos y laboratorios de diagnóstico a utilizar técnicas más sensibles y específicas, tal y como 
describe Grant o como se describe en el subobjetivo 1 de esta tesis doctoral. Si se siguen utilizando 
técnicas convencionales podrían pasar desapercibidos brotes o casos positivos a CeMV debido a que 
la severidad de los brotes de DMV que han afectado a la población de S.coreuleoalba mediterránea  ha 
ido disminuyendo con cada uno de los brotes. Esto podría pasar también en otras zonas del mundo 
donde también se han visto afectados por varios brotes de esta enfermedad. 
 Es por todo esto, que es muy importante que se siga estudiando CeMV en esta zona ya que 
al ser una zona de riesgo, por los tres brotes ocurridos en esta localización y por el desconocimiento 
a su vez, del origen y epidemiología de la enfermedad.   
Por otro lado, la identificación de nuevos virus en cetáceos debería ser una prioridad para los 
investigadores del campo, ya que tal y como ha pasado con adenovirus, lo más seguro es que estén 
presentes en estos animales pero que pasen desapercibidos. De ahí la importancia del 




descubrimiento de adenovirus. A partir de ahora todos los profesionales del campo podrán incluir 
adenovirus en el diagnóstico diferencial de gastroenteritis y así poder seguir estudiándose y 
conociendo mejor a este nuevo virus. 
Esta tesis doctoral ha permitido abrir una serie de frentes tanto en CeMV como en 
adenovirus que permitirán que otros doctorandos o científicos puedan seguir estudiando para poder 
confirmar o suprimir las hipótesis que se plantean durante todo el manuscrito. 
En resumen, el conocimiento de enfermedades emergentes y reemergentes en cetáceos 
debería ser un tema sobre el que seguir estudiando debido a su desconocimiento. El interés en estas 
enfermedades y en general, en la sanidad marina se debe no solamente a la salud de estos animales 
sino también a la salud de los mares y océanos. Por ello el conocimiento de nuevas enfermedades en 






























Se diseñó una nueva técnica de PCR que detecta las tres cepas de CeMV simultáneamente.  
Esta nueva RT-PCR a tiempo real utiliza dos sondas UPL que permiten elevar los índices de 
sensibilidad, especificidad y rapidez. 
A new technique of PCR was designed to detect the three strains of CeMV simultaneously. 
This new real time RT-PCR uses two UPL probes that allow raising sensibility, specificity and 
rapidity index.  
 
SEGUNDA/SECOND 
Con la nueva PCR diseñada se diagnosticó el tercer brote de DMV en el Mar Mediterráneo 
español durante el año 2011 de una manera rápida y eficazmente. En total 45 animales vararon entre 
Marzo y Mayo del 2011. La positividad a DMV en este brote del 2011 fue de un 62%, sin embargo si 
solo lo comparamos con el total de S. coreuleoalba que fueron analizados sería de un 72%.  
Using the novel PCR, the third DMV outbreak was diagnosed on Spanish Mediterranean Sea 
during 2011, efficiently and very fast. A total of 45 animals were stranded between March and May 
2011. The positivity of this 2011 DMV outbreak was 62%, but if we compare with the total of  
S.coreuleoalba that were analyzed it would be 72%. 
 
TERCERA/THIRD 
La secuencia obtenida en este brote de 2011, era prácticamente idéntica a la secuencia 
obtenida en el brote del 2007. La edad de los animales era mayoritariamente jóvenes, todos fueron S. 
coreuleoalba, las lesiones encontradas fueron muy leves y la carga viral muy baja. Estos resultados 
sugieren que DMV es endémico en el Mediterráneo. 
The obtained sequence in this 2001 outbreak was very close to 2007 outbreak sequence. The 
age of the positive animals was really low being the majority juveniles, all of them were S.coeruleoalba, 
the lesions were soft and the viral title was low. These results suggest DMV is endemic on Spanish 
Mediterranean Sea. 






Desde el brote del 2011 hasta diciembre de 2014 sólo tres animales han sido positivos a 
DMV en el Mediterráneo español, presentando 2 de ellos infección sistémica aguda y uno infección 
sistémica crónica. Estos casos son la primera descripción de infección sistémica de DMV en el 
Mediterráneo en un periodo interepizoótico que confirma la hipótesis de que DMV es endémico en 
el Mediterráneo.  
Since 2011 outbreak until December 2014 only three animals have been DMV positive on 
MSpanish Mediterranean Sea. Two of them presented acute systemic infection and the other one 
presented chronic systemic infection. This is the first description of two systemic infections on 
Mediterranean Sea in an interepizootic period. These cases confirm DMV is endemic on 
Mediterranean Sea.  
QUINTO/FIFTH 
Una nueva secuencia viral se ha identificado en dos de los tres animales varados en el 
periodo epizoótico. Esta secuencia era idéntica entre sí y a su vez diferente a las secuencias 
anteriormente publicadas y más cercana filogenéticamente hablando a la  de 1990 que a la del 2007. 
Es por ello que se sugiere que una nueva secuencia está circulando en la población de S. coreulealba 
del mar Mediterráneo pudiendo aparecer un nuevo brote en los siguientes años.  
QUINTO/FIFTH 
A new viral sequence has been identified in two of three animals that stranded during an 
interepizootic period. The sequence was identical between them and different to any other 
previously published DMV sequence.  In addition it was closer to 1990 sequence than 2007 or 2011 
sequences. Therefore, this suggests a novel DMV sequence is circulating on S. coreuleoalaba 
population on Mediterranean Sea and a new outbreak could occur in the future. 
 





Se ha identificado un nuevo adenovirus, en cetáceos asociado a una gastroenteritis vírica. Se 
ha sugerido el posible tropismo del virus por el tejido digestivo. El análisis filogenético de la 
secuencia obtenida concluye que es un adenovirus de cetáceo, que podría ser una nueva especie, y 
que todas las secuencias de adenovirus procedentes de mamíferos marinos podrían formar un clado 
en el árbol. 
A novel adenovirus has been identified in cetaceans associated to a viral gastroenteritis. A 
digestive tropism has been suggested. Phylogenetic analysis of the obtained sequence concludes that 
this sequence is a cetacean adenovirus and it could belong new specie and all marine mammal 
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